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Zusammenfassung 
Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae verfügt über eine Reihe zellwand-
verankerter Proteine, die für Zell-Zell bzw. Zell-Oberflächenkontakte zuständig 
sind. Diese Adhäsine oder Flokkuline genannten Proteine zeigen übereinstim-
mend einen Aufbau aus A-, B- und C-Domäne, wobei die N-terminale A-
Domäne für die Substratbindung zuständig ist. Die Adhäsine können grob in 
zwei Gruppen unterteilt werden, den PA14-Typ und den Flo11-Typ. Der PA14-
Typ beinhaltet die Flokkuline Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 und hat kennzeichnend die 
PA14-Domäne als Kernstruktur. Der Flo11-Typ dagegen bildet eine eigene eine 
eigene Pfam Familie (PF10182) und zeigt keine Homologie zu der PA14 Pro-
teinfamilie. Die Flo11 vermittelten Phänotypen aus Saccharomyces cerevisiae 
zeigen eine große Diversität (Biofilme, Flokkulation, Flor-Bildung, Filamente), 
haben aber als gemeinsames Merkmal die Zell-Zell bzw. Zell-Oberflächen-
Adhäsion. In dieser Arbeit konnte die Kristallstruktur der Flo11A Domäne aus S. 
cerevisiae S288C (ScFlo11A) und K. pastoris GS115 (KpFlo11A1) gelöst wer-
den. Trotz einer geringen Sequenzidentität von 30 % zeigen beide Flo11A Do-
mänen eine konservierte 3D-Struktur mit einer Fibronectin Typ III Domäne als 
Kernstruktur. Anders als die Flokkuline des PA14-Typs bindet die Flo11A Do-
mäne keine Zuckerliganden, sondern vermittelt homotypische Flo11A-Flo11A 
Interaktionen über oberflächenexponierte aromatische Reste (Tryptophan und 
Tyrosin). Diese sind eingebettet in Gruppen von sauren Resten (Aspartat und 
Glutamat), sodass eine homotypische Bindung nur stattfinden kann, wenn die 
Domänen nahezu elektrisch neutral vorliegen. Die daraus resultierende pH-
Abhängigkeit der Interaktion bildet die molekulare Grundlage der Zell-Zell-
Adhäsion von Hefen untersauren Bedingungen. Mit Hilfe der Oberflächenplas-
monresonanz (SPR) wurden für die beiden homotypischen Flo11A-Flo11A In-
teraktionen (ScFlo11A-ScFlo11A und KpFlo11A1-KpFlo11A1) KD-Werte von 20 
bzw. 30 µM bei pH 5,5 bestimmt. Die heterotypische ScFlo11A-KpFlo11A Inter-
aktion zeigte dagegen eine KD von 121 µM. Die verminderte Affinität zeigte sich 
vor allem in der Assoziation (kon), während die Dissoziation (koff) bei allen Inter-
aktionen ähnlich war. Mit Hilfe struktureller und biophysikalischer Methoden 
konnte so der ungewöhnliche Adhäsionsmechanismus der Flo11A-Flo11A In-
teraktion aufgeklärt werden.  
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Summary 
The baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae harbors a set of cell wall an-
chored proteins that confer cell-cell or cell-surface Interactions. These proteins 
called flocculins or adhesins share a common architecture consisting of an A-, 
B- and C-domain with the A-domain responsible for substrate binding. The ad-
hesins can be divided into two independent groups, the PA14-type and the 
Flo11-type. The PA14-type contains the flocculins Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 and 
these proteins have a central PA14 domain as core structure. The Flo11-type 
forms an own Pfam family (PF10182) und shows no homology to the PA14-
type. The Flo11-dependent phenotypes in Saccharomyces cerevisiae show a 
great diversity (biofilms, flocculation, flor formation, filaments), but with adhesion 
to cells or surfaces as connecting element. In this work the crystal structures of 
the Flo11A domains from S. cerevisiae (ScFlo11A) and K. pastoris GS115 
(KpFlo11A1) could be solved. Although these two Flo11A domains share a se-
quence identity of only 30 %, the 3D structure is highly conserved with a Fi-
bronectin type III domain as core structure. In comparison to the flocculins of 
the PA14-type the Flo11A domain doesn’t bind any sugar moieties but confers 
homotypic Flo11A-Flo11A interactions via surface exposed aromatic residues 
(tryptophan and tyrosin). These aromatic residues are embedded into groups of 
acidic residues, namely aspartate and glutamate. Hence a homotypic interac-
tion can only occur when both domains are almost uncharged. The resulting 
pH-dependence of the interaction forms the molecular basis for cell-cell adhe-
sion of yeasts under acidic conditions. At pH 5.5 a KD value of 20 µM for the 
ScFlo11A-ScFlo11A interaction and 30 µM for the KpFlo11A1-KpFlo11A1 inter-
action could be delineated by Surface Plasmon Resonance (SPR). The hetero-
typic ScFlo11A-KpFlo11A interaction showed a KD of 121 µM. The reason for 
this reduced affinity was mainly due to a slower association (kon) while the dis-
sociation (koff) was almost unaffected. This work could help elucidating the unu-
sual adhesion mechanism of the Flo11A-Flo11A interaction by combining struc-
tural and biophysical methods.  
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1 Einleitung 
1.1 Hefen 
Hefen sind einzellige, eukaryotische Mikroorganismen, die dem Reich der Pilze 
angehören und für gewöhnlich eine Zellgröße von 2 bis 3 µm in der Länge und 
1 bis 10 µm in der Breite haben2. Einige Vertreter, wie z.B. die humanpathoge-
ne Hefe Blastomyces dermatitidis, erreichen einen Durchmesser von bis zu 40 
µm im Durchmesser3. Sie können in zwei Abteilungen, Schlauchpilze (Ascomy-
cota) und Ständerpilze (Basidiomy-
cota), untergliedert werden, welche 
wiederum das Unterreich der Dika-
rya bilden (Abbildung 1). Dieses 
Taxon wurde 2007 beschreiben, 
um die gemeinsamen Merkmale 
von Schlauch- und Ständerpilzen 
zu beschreiben1. Das Hauptmerk-
mal der Dikarya besteht darin, dass 
sie in ihrem Lebenszyklus Stadien 
mit zwei Zellkernen pro Zelle besit-
zen. Diese können filamentös oder 
einzellig sein, aber ohne Flagellen. 
Obwohl Hefen einzellige Organis-
men sind, ähnelt ihre zelluläre Or-
ganisation höheren Organismen. 
So ist z.B. ihr genetisches Material 
in einem Zellkern untergebracht. Hefen sind in der Natur weit verbreitet und be-
siedeln unterschiedliche Habitate. So kommen sie auf Blättern, Pflanzen, Früch-
ten und im Boden vor. Des Weiteren besiedeln sie menschliche Haut und den 
Magen-Darm-Trakt von warmblütigen Tieren, wo sie entweder symbiotisch oder 
als Parasiten vorkommen können. Eine typische Hefeinfektion wird von Candi-
da albicans verursacht.  
Abbildung 1 Phylogenie und Systematik von Pilzen. 
Die Astlängen sind nicht proportional zu den geneti-
schen Abständen1. 
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Hefen vermehren sich i.d.R. durch Sprossung oder Teilung. Hier wird eine klei-
ne Sprosse zur Tochterzelle der Mutterzelle und vergrößert sich mit dem 
Wachstum. Wenn die Tochterzelle wächst, verdoppelt und segregiert die Mut-
terzelle ihre DNA. Anschließend teilt sich der Zellkern und migriert in die Tocht-
erzelle. Sobald diese dann einen Zellkern enthält und eine gewisse Größe er-
reicht hat, separiert sie sich von der  Mutterzelle. Diese Ereignisse, die Duplika-
tion und Teilung beinhalten, werden als Zellzyklus bezeichnet. Hefen können 
sich aber auch sexuell vermehren, sie existieren in zwei verschieden Paarungs-
typen, a Zellen und α (alpha) Zellen. Treffen sich Zellen von entgegengesetz-
tem Paarungstyp, können sie sich durch Konjugation paaren. Dabei fusionieren 
zuerst die Zellen und anschließend die Zellkerne, wodurch sich eine diploide 
Zelle mit zwei Kopien von jedem Chromosom bildet. Diploide Zellen können 
sich dann asexuell durch Sprossung vermehren, ähnlich den haploiden Stadien. 
Werden diploide Zellen Nährstoffmangel ausgesetzt, können sie durch Meiose 
Sporen bilden, wodurch der Chromosomensatz wieder auf eins reduziert wird. 
Diese Sporen sind resistent gegen Umwelteinwirkungen und können sehr lange 
Zeit überdauern, bis die Nährstoffbedingungen wieder besser werden und die 
Zellen sich wieder asexuell vermehren können.  
Werden Hefen in nährstoffreichem Medium, z.B. Glukose, herangezogen, 
wachsen sie dennoch bevorzugt durch Fermentation. Dort wird Glukose zu 
Kohlenstoffdioxid und Ethanol umgesetzt. Fermentation ist ein anaerober Pro-
zess, da er in Abwesenheit von Sauerstoff stattfindet. Selbst in Anwesenheit 
von Sauerstoff bevorzugen Hefezellen aber Energiegewinnung durch Fermen-
tation. Dieses Phänomen wird Crabtree-Effekt genannt, benannt nach  dem Bio-
logen, der dies zuerst beobachten konnte4. Der Prozess der Alkoholgärung ist 
von großem kommerziellem Interesse bei der Brotherstellung, Bierbrauen, 
Weinherstellung und anderen alkoholhaltigen Getränken. Während Nährstoff-
limitation können Hefen aber auch aerob durch Zellatmung wachsen. Dabei 
wird Glukose  zu Kohlenstoffdioxid oxidiert und Sauerstoff zu Wasser reduziert.  
1.1.1 Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae ist ein einzelliger, eukaryotischer Pilz und gehört 
aufgrund der Form seiner vegetativen Vermehrung zu den Knospungshefen 
(engl. budding yeast) 5. Dabei bildet die Mutterzelle einen Auswuchs, der sich 
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nach Einwandern des Tochterkerns als Tochterzelle abschnürt. Hierbei handelt 
es sich um diploide Zellen (Abbildung 2). Eine sexuelle Reproduktion durch 
Meiose ist ebenfalls möglich, wobei sich in der nun Ascus genannten Mutterzel-
le 4 haploide Tochterzellen bilden (Ascosporen). Es werden zwei verschiedene 
„Paarungstypen“ (engl. mating types) mit der Bezeichnung a und α (alpha) un-
terschieden.  
 
Abbildung 2 Saccharomyces cerevisiae. Dargestellt ist eine Mutterzelle (groß) und eine sich ab-
trennende Tochterzelle (klein). Scanning electron microscope, 12,500:1 (at 15x12cm). Eye of Sci-
ence.  
Das Genom von Saccharomyces cerevisiae war das erste eukaryotische Ge-
nom, das vollständig sequenziert wurde6. Es besteht aus 13 Millionen Basen-
paaren (bp) und 6275 Genen in 16 Chromosomen. Dabei zeigen mehr als 23 % 
Homologie zu Genen im humanen Genom.  
Der Stoffwechsel der Bäckerhefe ist fakultativ anaerob, d.h. die Energiegewin-
nung kann sowohl aerob unter Reduktion von Sauerstoff erfolgen, als auch 
durch Gärung unter Abwesenheit von Sauerstoff (anaerob). Bei der aeroben 
Atmung werden Kohlenhydrate zu CO2 oxidiert und Sauerstoff zu H2O reduziert. 
Bei der Gärung wird Glukose zu Ethanol und CO2 umgesetzt. Dieser Prozess 
wird seit tausenden von Jahren für die Produktion von Bier, Wein, Brot und an-
deren industriellen Produkten genutzt. Ebenso wird die Hefe heutzutage bei der 
Herstellung von Bioethanol, der als Biokraftstoff verwendet wird, eingesetzt7.  
1.1.2 Die methylotrophe Hefe Komagataella pastoris 
Komagataella pastoris ist eine methylotrophe Hefe, d.h. sie kann mit Methanol 
als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle wachsen. Dafür besitzt es zwei Ge-
ne, die für Alkoholoxidasen codieren, AOX1 und AOX28. Die AOX-Promotoren 
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werden durch Methanol induziert und können z.B. durch Glukose reprimiert 
werden. Die meisten der methylotrophen Hefen können in einem phylogeneti-
schen Baum, basierend auf der ribosomalen DNA der D1/D2 Domäne der gro-
ßen Untereinheit (26S), gruppiert werden. Ausgenommen davon ist Picha pas-
toris, welches separat von allen methylotrophen Hefen gruppiert. Aufgrund von 
Analysen der 18S und 26S rRNA durch Yamada et al. wurde P. pastoris einer 
neuen Subgruppe zugeordnet, welche den Namen Komagataella trägt9. Diese 
Einteilung ist allerdings nicht generell akzeptiert und laut Kurtzman würden da-
für weitere Daten benötigt10. Das natürliche Vorkommen von K. pastoris in 
Baumexudaten und verrottetem Holz auf mehreren Kontinenten wurde hinrei-
chend beschrieben11, 12.  
In dieser Arbeit wurde der Stamm Komagataella (Pichia) pastoris GS115 ver-
wendet, dessen Genom 2009 vollständig sequenziert wurde13. Komagataella 
(Pichia) pastoris wird, ebenso wie Saccharomyces cerevisiae, zur Expression 
von Genen eingesetzt und gilt ebenfalls als Modellorganismus. Neben großen 
Mengen an korrekt gefalteten Proteinen, können rekombinante Proteine in ihrer 
nativen, glykosylierten Form erhalten werden. Dabei ist die durchschnittliche 
Glykankettenlänge, die an das Protein geknüpft wird, in Komagataella (Pichia) 
pastoris etwas kürzer als in Saccharomyces cerevisiae14. Hefen können eine 
Glykosylierung am Amid-Stickstoffatom in Asparaginresten in Proteinsequenzen 
mit dem Sequenzmotiv Asn-Xaa-Thr/Ser vornehmen, welche zu einer N-
Glykosylierung führt. Werden die Hydroxygruppen von Threonin und/oder Serin 
glykosyliert, wird eine O-Glykosykierung erhalten. Studien an N-glykosylierten 
Proteinen haben eine allgemeine Hefe-Kern-Struktur von Man8GlcNAc2 identifi-
ziert, welcher am 1,3-Arm um eine Kette von α-1,6-Mannose Einheiten erweitert 
wird 14. Diese können auch durch α-1,2-Mannose Einheiten verzweigt werden.   
Trotz seiner vielfältigen biotechnologischen Nutzung zur heterologen Protein-
produktion, ist über den natürlichen Lebensstil und die adhäsiven Eigenschaften 
von Komagataella pastoris wenig bekannt.  
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1.2 Die pilzliche Zellwand 
Die pilzliche Zellwand ist ein dynamisches Organell, das an einer Vielzahl wich-
tiger Prozesse beteiligt ist. Sie muss einerseits genügend mechanische Stabili-
tät bieten, um dem osmotischen Druck standzuhalten, aber auch ausreichend 
Plastizität für Wachstum, Zellteilung und Bildung verschiedener Phänotypen 
während des pilzlichen Lebenszyklus bieten. Zudem ermöglicht sie dem Pilz die 
Interaktion mit der Umgebung, welche neben der Aufrechterhaltung der Zellform 
und Integrität gegenüber Umweltstress, die zweite wichtige Funktion darstellt. 
Die Zellwand vermittelt die Zell-Zell-, als auch die Zell-Substrat-Adhäsion und 
dient als wichtiger Faktor um Signaltransduktion innerhalb der Zelle zu aktivie-
ren. Störungen in der Zellwand haben einen dramatischen Effekt auf das 
Wachstum und die Morphologie der Zelle, welche oftmals in der Zelllyse und 
damit dem Tod der Zelle resultiert. Damit erweist sich die pilzliche Zellwand zu-
dem als geeignetes Ziel für anti-fungale Agenzien. 
Der strukturelle Aufbau der pilzlichen Zellwand besteht hauptsächlich aus drei 
Komponenten: Glykoproteine und die beiden Polysaccharide Chitin und Glukan. 
Diese sind umfangreich miteinander quervernetzt um ein komplexes Netzwerk 
zu formen, welches die Basis für die Zellwand ist (Abbildung 3). 
 
Abbildung 3 Struktur und Aufbau der pilzlichen Zellwand. Rechts: Elektronmikroskopische Auf-
nahme der pilzlichen Zellwand von C. albicans15. Die Hauptkomponenten sind schematisch darge-
stellt (mitte): Cytoplasmamembran, Chitin, β-Glukan und glykosylierte Proteine. Die in grau darge-
stellte A-Domäne stammt von Epa1A aus Candida glabrata (PDB code 4AF9).  
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Chitin ist ein langes, lineares Homopolymer, bestehend aus β-1,4-N-
Acetylglucosamin-Einheiten. Obwohl es in der Hefezellwand nur etwa einen 
Trockengewichtsanteil von 1-2 % ausmacht, ist es doch eine wichtige strukturel-
le Komponente16, 17. In filamentösen Pilzen wie Neurospora und Aspergillus 
wurden hingegen auch 10-20 % Chitin berichtet18, 19. Sowohl in Hefen als auch 
filamentösen Pilzen bildet Chitin Mikrofibrillen durch Wasserstoffbrücken zwi-
schen den einzelnen Ketten. Diese Polymere sind sehr elastisch und tragen 
sehr zur Zellwandintegrität bei. Wird die Chitinsynthese gestört, wird die Zell-
wand ungeordnet und osmotisch instabil20, 21.  
Glukan bildet mit 50-60 % Trockengewichtsanteil den größten Anteil an der 
Zellwand22. Glukanpolymere bestehen aus sich wiederholenden Glukose-
Einheiten, welche durch verschiedene chemische Bindungen zu Ketten ver-
knüpft werden. Der Hauptanteil des Glukans (65-90 %) besteht aus β-1,3-
Glukan, aber auch andere Glukane, wie β-1,6-, gemischte β-1,3- und β-1,4, α-
1,3, und α-1,4-Glukane wurden in verschiedenen pilzlichen Zellwänden identifi-
ziert23-25. Für Hefen konnte gezeigt werden, dass deren Zellwand aus verzweig-
ten β-1,3- und β-1,6-Glukanen besteht26. β-1,3-Glukan dient als strukturelle 
Hauptkomponente, woran die anderen Zellwandkomponenten Chitin und Gly-
koproteine kovalent gebunden sind27. Daher bildet die β-1,3-Glukan-Synthese 
eine wichtige Bedingung für die korrekte Ausbildung einer intakten Zellwand 
und der normalen pilzlichen Entwicklung. 
Die Glykoproteine bilden den dritten Teil der pilzlichen Zellwand und sind in die 
Chitin- und Glukan-basierte Matrix eingebettet. Sie machen ca. 30-50 % des 
Trockengewichtanteils der Zellwand aus bei Hefen wie S. cerevisiae oder C. 
albicans, während ihr Anteil bei filamentösen Pilzen  ca. 20-30 % beträgt28, 29. 
Viele dieser Proteine besitzen einen Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Anker, 
wodurch sie in der Plasmamembran verankert werden können. Sie sind zudem 
hochglykosyliert durch N- und O-Glykosylierungen. Die Zellwand von  S. cerevi-
siae und C. albicans  enthält Mannoproteine, welche mit Mannoseresten glyko-
syliert sind28. Der Prozess der N- und O-Glykosylierungen ist bei Eukaryoten 
konserviert. Die meisten Glykoproteine besitzen eine N-terminale Signalse-
quenz, durch welche sie den sekretorischen Pathway passieren. Nachdem sie 
ins Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) geschleust wurden, be-
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ginnt der Prozess der N- und O-Glykosylierungen, welche dann im ER und Gol-
gi-Apparat modifiziert werden. Zellwandproteine fungieren in der Erhaltung der 
Zellform, vermitteln Adhäsion für Zell-Zell- und Zell-Substrat Interaktionen, bie-
ten Schutz vor schädlichen Substanzen, vermitteln die Absorption von Substra-
ten und Nährstoffen, leiten intrazelluläre Signale weiter und synthetisieren und 
verändern die Zellwandkomponenten.  
1.2.1 Hydrophobine in pilzlichen Zellwänden 
Hydrophobine sind eine große, vielfältige Gruppe von Proteinen, die aber bisher 
ausschließlich in filamentösen Pilzen identifiziert wurden30. Dabei können sie 
bis zu 10% des Trockengewichtsanteils der Zellwand ausmachen. Sie verfügen 
über eine hydrophobe und eine hydrophile Region, wodurch sie als Tensid fun-
gieren und dem Pilz ermöglichen die Wasser/Luft-Grenzfläche zu durchbre-
chen. So können oberirdische Strukturen wie Hyphen ausgebildet werden31. 
Diese exponierten hydrophoben Regionen ermöglichen dem Pilz auch die An-
lagerung an hydrophoben Oberflächen sowie anderen Hyphen oder Pflanzen-
blättern. Sie nehmen damit eine wichtige Rolle in der morphogenetischen Ent-
wicklung und der Interaktion mit anderen Organismen ein32.  
1.3 Adhäsine und Flokkuline in Hefen 
Die Zellwand dient neben den oben genannten Eigenschaften auch dazu, dass 
Mikroben mit der Umwelt interagieren können. Dabei spielt die Adhäsion (lat.  
adhaerere „anhaften“) zu anderen Zellen bzw. Oberflächen eine entscheidende 
Rolle. Adhäsion verhindert, dass Zellen von einer vorteilhaften Umgebung weg-
gewaschen werden und ermöglicht die Etablierung von Biofilmen, welche 
Schutz vor ungünstigen Bedingungen bieten33. Pathogene Hefen nutzen Adhä-
sion an abiotischen Oberflächen wie z.B. Kunststoffprothesen um Zugang zum 
Blutkreislauf und inneren Organen von Patienten zu bekommen34. Zell-Zell-
Adhäsion ist aber auch von industriellem Interesse z.B. im Bierbrauereiwesen 
und in der Weinherstellung, als effizienter Weg um Biomasse von den Fermen-
tationsprodukten zu trennen. Am Ende des Fermentationsprozesses, wenn alle 
Kohlenhydrate zu Ethanol und Kohlenstoffdioxid konvertiert wurden, adhärieren 
die Hefezellen aneinander und formen mikroskopische Flocken, die aus tau-
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senden von Zellen bestehen können35 und rasch aus dem Medium sedimentie-
ren (Abbildung 4). Dieses Verhalten führte zur gegenwärtigen Definition von 
Flokkulation: „Flokkulation ist die asexuelle, reversible und Calcium-abhängige 
Aggregation von Hefezellen zur Bildung von Flocken, welche aus tausenden 
von Zellen bestehen und rasch aus dem Medium zum Boden sedimentieren“36-
38. Abhängig von dem verwendeten Hefestamm sedimentieren die Hefeflocken 
zum Grund („Lager“ Stämme) oder schwimmen an der Oberfläche („Ale“ Stäm-
me), wodurch ihre Entfernung aus dem Medium erleichtert wird. Zell-Zell-
Adhäsion zwischen Hefezellen wird daher auch als Flokkulation bezeichnet. 
 
Abbildung 4 Sedimentbildung eines Hefestammes, der das Flokkulin Flo1 überproduziert (rechts), 
während der gleiche Stamm ohne Flo1 keine Flokkulation bildet39.  
Eine der herausragendsten Eigenschaften der Hefeadhäsion ist die phänotypi-
sche Variabilität und Plastizität. Hefezellen können ihre adhäsiven Eigenschaf-
ten sehr schnell an neue Umweltbedingungen anpassen und zudem kann das 
adhäsive Verhalten zwischen eng verwandten Stämmen sehr unterschiedlich 
sein33. Trotz vielfältiger Funktion zeigen alle pilzlichen Adhäsine die gleiche, aus 
drei Domänen bestehende Organisationsstruktur (Abbildung 5).  
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Abbildung 5 Domänenarchitektur pilzlicher Adhäsine29, 33. Das N-terminale Signalpeptid erlaubt den 
Eintritt in den sekretorischen Pathway und die Lokalisation in der Zellwand bzw. Cytoplasma-
membran40. Die A-Domäne zeigt von der Zelloberfläche weg und enthält eine Kohlenhydrat-oder 
Peptid-Bindedomäne. Die repetitive, Serin- und Threoninreiche B-Domäne sorgt für die Präsentati-
on der A-Domäne und ist hochglykosyliert. Die C-Domäne enthält einen GPI-Anker, wodurch das 
Adhäsin in der Cytoplasmamembran verankert werden kann. 
Die C-terminale Domäne enthält die Erkennungssequenz für einen Glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-Anker, wodurch das Adhäsin kovalent in der Zell-
wand41 verankert wird. GPI-Anker sind strukturell komplexe Glykophospholipi-
de, welche posttranslational an das C-terminale Ende von sekretorischen Prote-
inen angehängt werden, nachdem sie ins ER transloziert wurden42. Dabei ist 
das C-terminale Signal ausreichend für die Addition eines GPI-Ankers43. Dieses 
wird durch eine GPI-Transamidase erkannt, entfernt und durch den GPI-Anker 
ersetzt. Das C-terminale Signal besteht aus einer hydrophoben Domäne, wel-
che durch einen hydrophilen Abstandhalter von der ω-Spaltung/Befestigungs-
Seite getrennt wird. Während in anderen Organismen verschiedene Aminosäu-
ren (Ser, Asp, Ala, Asn, Gly, Cys) als Anker-Befestigungsseite identifiziert wur-
den, wurden in Hefen bisher nur Asn und Gly gefunden44-46. Alle gekannten GPI 
Proteine von Hefen werden entweder in der Zellwand oder der Cytoplasma-
membran verankert42. Im ersten Fall wird das Adhäsin kovalent durch den GPI-
Rest an β-1,6-Glukane in der Zellwand verankert47. Mechanistisch geschieht 
das in einer Transglykosylierungsreaktion zwischen einem Mannose-Rest des 
GPI-Ankers (Man1) und einem Glukose-Rest der β-1,6-Glukan-Struktur42.  
Die B-Domäne zeichnet sich durch viele Serin- und Threonin-reiche Wiederho-
lungen (Repeats) aus, welche intensiver O-Glykosylierung unterliegen. Diese 
können Ca2+-Ionen koordinieren und so evtl. eine stabähnliche Struktur ein-
nehmen37. Zudem enthalten sie Sequenzen β-verzweigter, aliphatischer Amino-
säuren (Leu, Ile, Val), welche ein hohes Potential für β-Aggregation und Amy-
loid-Bildung zeigen. Dadurch können möglicherweise mehrere A-Domänen ge-
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bündelt, auf der Zelloberfläche präsentiert und so die Zell-Zell-Adhäsion ver-
stärkt werden48, 49.   
Am N-Terminus befindet sich eine Signalsequenz, wodurch das produzierte 
Adhäsin durch den sekretorischen Pathway zur Cytoplasmamembran gelangt40. 
Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) beginnt der Prozess der N- und O-
Glykosylierung. Alle N-Glykoproteine haben eine gemeinsame verzweigte pen-
tasaccharidische Kernregion der Struktur Man(α1,6)[Man(α1,3)]Man(β1,4)-
GlcNAc(β1,4)GlcNAc, die als Core bezeichnet wird50, 51. Diese Kernstruktur wird 
dann im ER und Golgi-Apparat durch Anhängen und Verkürzen weiterer Zu-
ckerketten intensiv modifiziert. 
Die A-Domäne ist die am besten untersuchte Domäne, da sie die Interaktion zu 
anderen Zellen bzw. Oberflächen vermitteln kann39, 49, 52.  
1.4 A-Domänen abhängige Adhäsionsmechanismen in Hefen 
Adhäsion kann in zwei Hauptgruppen untergliedert werden: Lektin-abhängige 
Adhäsion (Zucker-sensitiv) und Zucker-unabhängige Adhäsion33, 53. Die Lektin-
abhängige Adhäsion beruht auf der Bindung von Adhäsinen an Zuckerreste auf 
der Oberfläche von anderen Zellen. Bei Adhäsinen dieser Gruppe beinhaltet die 
A-Domäne eine C-Typ-lektinartige Zuckerbindedomäne. Hierzu zählen z.B. die 
Flokkuline Flo1, Flo5 und Flo9 aus Saccharomyces cerevisiae und die EPA-
Genprodukte der humanpathogenen Hefe Candida glabrata. Während die Flok-
kuline aus S. cerevisiae terminale Mannosereste auf anderen Zellen erkennen, 
binden die Epa Adhäsine von C. glabrata an Galaktoside auf Säugerzellen. Ein 
gut untersuchtes Beispiel ist Epa1, welches bevorzugt an Galβ1-3 Glykane bin-
det.  
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Abbildung 6 Lektin-abhängige Adhäsion mit PA14-artigen Adhäsinen. (A) Flo5A im Komplex mit 
Mannose (gelb) (PDB ID 2XJP). Das DcisD Motiv ist in Vergrößerung gezeigt. (B) Epa1A im Kom-
plex mit Galβ1-3Glc (gelb) (PDB ID 4AF9). Das DcisD Motiv ist in Vergrößerung gezeigt. Das Ca2+-
Ion (orange) ist als CPK-Modell dargestellt. 
Trotz großer Unterschiede in der Ligandenspezifikation gehören die A-
Domänen der oben genannten Adhäsine topologisch zu den PA14-artigen Do-
mänen und besitzen ein einzigartiges Ca2+-Bindemotiv, das DcisD Motiv. Zwei 
Aspartatreste sind dort über eine cis-Peptidbindung miteinander verbunden  um 
ein Ca2+-Ion zu koordinieren, welches dann den entsprechenden Zucker bindet 
(Abbildung 6).  
Die unterschiedliche Liganden-spezifität und -affinität rührt von einer sehr un-
terschiedlichen Bindungstasche her. Bei Flo5 wird die Substratspezifität durch 
eine Flokkulin-spezifische Subdomäne vermittelt, während dies bei Epa1A 
durch zwei Calcium-bindende Loops, CBL1 und CBL2 und drei weitere äußere 
Loops geschieht. CBL1 und CBL2 befinden sich im Inneren der Ligandenbin-
dungstasche.  
In S. cerevisiae kann die Lektin-abhängige Adhäsion weiter in zwei Unterkate-
gorien unterteilt werden: Den Flo1- und NewFlo-Typ. Die Flo1-Gruppe (Flo1, 
Flo5 und Flo9) bindet nur Mannose-Saccharide, wohingegen der New-Flo-Typ 
(Lg-Flo1) verschiedene Zucker binden kann, darunter Mannose, Glukose und 
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Glukose-Oligomere wie z.B. Maltose54. Die meisten Braustämme gehören zum 
NewFlo-Typ, da die kompetitive Inhibition durch verschiedene Zucker vorzeitige 
Flokkulation verhindert und erst einsetzt, wenn alle Zucker zu Ethanol umge-
setzt wurden.  
Die zucker-unabhängige Adhäsion beinhaltet Adhäsine, welche Peptide binden 
oder die Hydrophobizität der Zelloberfläche erhöhen, wodurch hydrophobe 
Wechselwirkungen zu abiotischen Oberflächen gefördert werden können55. Bei-
spiele hierfür sind z.B. die Als-Proteine von Candida albicans, welche bestimm-
te Peptide ihrer Wirtszellen erkennen56 oder das Flokkulin Flo11 aus S. cerevi-
siae57.  
1.4.1 Charakterisierung adhäsiver Kräfte in Mikroorganismen 
Mikrobielle Adhäsion beinhaltet ein komplexes Repertoire an physiko-
chemischen Kräften, welche in spezifischen Rezeptor-Ligand oder unspezifi-
schen hydrophoben und elektrostatischen Interaktionen (Anziehung und Absto-
ßung) resultieren können58. Dabei wird manchmal zwischen Adhäsion als der 
Zell-Substrat-Interaktion und Kohäsion als der Zell-Zell-Interaktion, unterschie-
den59. Die beteiligten Kräfte, van-der-Waals-Kräfte und elektrostatische Interak-
tionen, werden als DVLO-Kräfte (benannt nach Derjaguin, Verwey, Landau und 
Overbeek) bezeichnet60, 61. Die DVLO Theorie wurde benutzt, um die Interaktion 
einer Zelle zur Oberfläche zu beschreiben. Eine erweiterte DVLO Theorie bein-
haltet zusätzlich hydrophobe/hydrophile und osmotische Interaktionen62. Insbe-
sondere hydrophobe Interaktionen  sind Objekt intensiver theoretischer Be-
trachtungen63. Hydrophobe Wechselwirkungen beruhen auf der Verringerung 
von Kontaktflächen zwischen Wasser und lipophilen Grenzflächen. Sie entste-
hen durch enge räumliche Nachbarschaft zwischen unpolaren Molekülen oder 
Molekülseitenketten in wässerigen Systemen64. Die Wechselwirkung entsteht 
durch die Verdrängung von Wassermolekülen aus dem Bereich zwischen zwei 
lipophilen Grenzflächen, woraus ein Entropiegewinn des Gesamtsystems resul-
tiert.  
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Tabelle 1 Vergleich von maximalen Adhäsionskräften verschiedener Hefestämme an einem hydro-
phoben Substrat (Dodecylphosphat, DDP) und einem hydrophilen Substrat (Hydroxy-
Dodecylphosphat, DDP-OH). Die Werte stammen von Potthoff et al.63 und wurden mittels Raster-
kraftmikroskop (AFM) ermittelt.  
Substrat Hefestamm Kraft ± StEr (nN) 
DDP (hydrophob) C. albicans 39 ± 7 
 S. cerevisiae 5 ± 1 
DDP-OH (hydrophil) C. albicans 10 ± 3 
 S. cerevisiae 2 ± 0,3 
 
In Tabelle 1 sind Adhäsionskräfte verschiedener Hefestämme an hydrophilen 
und hydrophoben Oberflächen aufgelistet. Die Zellwand von C. albicans hat 
einen stark hydrophoben Charakter und zeigt daher größere Adhäsion an hyd-
rophobere Oberflächen65. Dies kommt u.a. zustande durch glykosylierte hydro-
phobe Oberflächenproteine wie z.B. CAgp3866. Generell zeigen hydrophobere 
Zellen eine stärkere Adhäsion an hydrophoben Oberflächen und hydrophilere 
Zellen eine stärkere Adhäsion an hydrophilien Oberflächen67, 68. 
1.5 Das Flokkulin Flo11 
Das Flokkulin Flo11 aus Saccharomyces cerevisiae (var diastaticus) wurde 
1996 erstmalig beschrieben als putatives membrangebundenes Protein, wel-
ches Ähnlichkeiten zu membrangebundenen Mucinen von Säugetieren zeigte69. 
Daher wurde es ursprünglich auch MUC1 genannt. Dort wurde es als wichtiger 
Faktor bei invasivem Wachstum und der Ausbildung von Pseudohyphen be-
schrieben. Aufgrund seiner Rolle bei der Flokkulation, der strukturellen Ähnlich-
keit zu anderen Mitgliedern der FLO Familie und der Lokalisation des Proteins 
auf der Zelloberfläche wurde es später jedoch als FLO11 bezeichnet69. Es hat 
eine Länge von 1367 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 136 kDa, 
einem isoelektrischen Punkt von 3,98 und zeigt den gleichen drei-
domänenartigen Aufbau wie ihn auch die anderen pilzlichen Adhäsine zeigen 
(Abbildung 5). In Saccharomyces cerevisiae S288C befindet sich FLO11 auf 
Chromosom IX. Die meisten FLO-Gene befinden sich in telomeren Regionen 
(Abbildung 7) und dies könnte eine wichtige Rolle bei der Expression, geneti-
schen Interaktion und Evolution spielen70-73, wohingegen FLO11 weder zentro-
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mer noch telomer lokalisiert ist. In dem Saccharomyces cerevisiae Stamm 
Σ1278b ist FLO11 das einzige Gen dieser Flokkulin-Familie, welches exprimiert 
wird57, die telomer-nahen FLO Gene werden nicht exprimiert71. Obwohl die stil-
len FLO Gene ein Reservoir für die Variabilität der Zelloberfläche darstellen, ist 
ihr regulatorischer Mechanismus weitgehend unerforscht71. Werden die stillen 
FLO Gene allerdings durch einen heterologen Promotor exprimiert, zeigen sie 
adhäsive Phänotypen, die sich von den FLO11-abhängigen unterscheiden74, 75.  
 
Abbildung 7 Chromosomale Lokalisation von Adhäsin codierenden Genen In Saccharomyces ce-
revisiae. Die römischen Zahlen auf der linken Seite geben das Chromosom an, auf welchem sich 
die FLO Gene befinden. Die roten Punkte zeigen die Position des Zentromers an. Die FLO Gene 
befinden sich alle innerhalb der 40 kb Telomerregion (Tel). FLO11 ist weder telomer noch zentro-
mer lokalisiert. Modifiziert nach Verstrepen et al. 75 
Die Adhäsine Flo1, Flo5, Flo9 und Flo10 werden Flokkuline genannt, weil sie 
Zell-Zell-Adhäsion unterstützen76, indem sie terminale Mannosereste auf der 
Zelloberfläche von benachbarten Zellen erkennen. Die Flo11-abhängigen Phä-
notypen scheinen dagegen entweder Ca2+-unabhängig oder zumindest nicht 
durch Mannose inhibierbar zu sein57, 77, womit sich Flo11 von den klassischen 
Flokkulinen unterscheidet. Somit könnte Flo11 einen dominanten Einfluss auf 
die Lebensweise von S. cerevisiae haben.  
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1.5.1 Flo11-abhängige Phänotypen in S. cerevisiae  
Flo11 scheint bei der Etablierung vieler multizellulärer Strukturen in Saccharo-
myces Stämmen beteiligt zu sein (Abbildung 8).  
 
Abbildung 8 Flo11 vermittelte Phänotypen in Saccharomyces cerevisiae. Dargestellt ist die Ent-
wicklung von Filamenten (filaments), Biofilmen (biofilm), Flocken (flocs) und Flor (flor). Die Bildung 
invasiver Filamente eines diploiden FLO11-exprimierenden Stammes im Vergleich mit einem 
∆FLO11 Stamm. Biofilmbildung auf festem Medium eines  FLO11-exprimierenden Stammes im 
Vergleich mit einem ∆FLO11 Stamm. Flocken-Bildung und Sedimentation eines flokkulierenden 
Stammes (+) und eines nicht flokkulierenden Stammes (-). Flor Bildung eines FLO11-
exprimierenden Stammes an der Oberfläche einer Flüssigkultur. Die Abbildung wurde modifiziert 
nach Brückner und Mösch78.  
Die Ca2+-abhängige Flokkulation, wie sie der oben angeführten Definition ent-
spricht, trifft nur für die lektinartigen Flokkuline Flo1, Flo5 und Flo9 zu. Dennoch 
konnte für die FLO11 exprimierenden Stämme Flockenbildung nachgewiesen 
werden57, 77, 79. Somit scheint sich die Flo11-vermittelte Zell-Zell-Aggregation 
von der klassischen Flokkulation zu unterscheiden und könnte einen Mannose- 
bzw. lektinunabhängigen Mechanismus darstellen, der z.B. über die Hydro-
phobizität der Zelloberfläche stattfinden könnte80-82.  
Ein Hefe-Flor wird definiert als eine Schicht aneinander adhärierender Zellen, 
welche an der Luft-Medium Grenzfläche schwimmen und einen Biofilm ausbil-
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den83-86. Die Flor-Bildung wird industriell für die Produktion von Sherry-Weinen 
genutzt87, 88. Die Zellschicht des Flors, welche der Luft zugewandt ist, hat ver-
stärkten Zugang zu Sauerstoff und kann dadurch andere Metabolite produzie-
ren wie z.B. Acetaldehyd aus Ethanol. Zudem können nichtfermentative Koh-
lenstoffquellen wie Glycerin und Ethylacetat genutzt werden89, 90. Die Kompo-
nenten, die durch die Zellatmung entstehen, sind essentiell für das Aroma der 
Sherry Weine und beinhalten über ein Dutzend verschiedene Bestandteile91, 92. 
Flor-Hefen verwenden die Hydrophobizität ihrer Zelloberfläche, um Aggregate 
zu bilden. Diese Aggregate enthalten Gasblasen, wodurch die Zell-Aggregate 
auf der Oberfläche schwimmen93, 94. Die Flor-Bildung scheint auf der effizienten 
Expression von FLO11 zu beruhen85, wobei mehrere Studien nahelegen, dass 
die Ausbildung der Hydrophobizität auf der Expression von FLO11 beruht 85, 95, 
96. Dabei scheint auch die repetitive Region von Flo11 eine Rolle zu spielen, da 
Mutationen in dieser Region in Sherry Hefen beobachtet wurden97. Durch diese 
Längenvariation können Saccharomyces Hefen rasch ihr Adhäsionsverhalten 
ändern um das optimale Gleichgewicht zwischen adhärierenden und freien Zel-
len zu finden, wenn sie in Kontakt mit neuen Oberflächen kommen98.  
Saccharomyces cerevisiae gehört nicht zu den klassischen filamentösen Pilzen, 
welche echte Hyphen ausbilden. Dennoch können diploide Stämme Filamente 
bilden, welche als Pseudohyphen bezeichnet werden. Echte Hyphen sind lan-
ge, verzweigte Strukturen, die durch kontinuierliches Wachstum der hyphenbil-
denden Zellen wachsen und durch Septen voneinander getrennt sind99, wäh-
rend Pseudohyphen einfach Ketten von langgestreckten Zellen darstellen, die 
nach einem Knospungsvorgang (budding) aneinander haften bleiben100, 101. Ad-
häsion an fremde Oberflächen ermöglicht es filamentbildenden Pilzen invasiv 
zu wachsen und z.B. feste Oberflächen wie Agar zu penetrieren100. In S. cerevi-
siae scheint es abhängig von der Expression von FLO11, aber auch von FLO10 
und FIG2 zu sein57, 69, 102.  
Biofilme können definiert werden als Gemeinschaft von Mikroorganismen, wel-
che an eine Oberfläche adhärieren103. Es beinhaltet, dass sich die Zellen an 
eine Oberfläche anlagern können, der Biofilm wachsen kann und die Produktion 
einer schützenden extrazellulären, polymeren Matrix104-106. Somit müssen 
Strukturen geschaffen werden, welche es den Mikroorganismen ermöglichen, 
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fremde Oberflächen zu erkennen. Saccharomyces cerevisiae ist in der Lage, an 
biotische (z.B. Agar) und abiotische Oberflächen (z.B. Polystyrol) zu adhärieren, 
wodurch es zu einem wichtigen Modellorganismus für das Studium von Biofil-
men geworden ist107, 108. Das Flokkulin Flo11 scheint bei der Etablierung von 
Biofilmen eine wichtige Rolle zu spielen109, 110.  Zusätzlich konnte für Flo11 ge-
zeigt werden, dass es von der Zellwand abgespalten werden kann, was eine 
essentielle Komponente für eine extrazelluläre Matrix darstellen könnte111. Ob-
wohl es noch nicht vollständig geklärt ist, ob Saccharomyces cerevisiae Biofil-
me eine schützende Matrix beinhalten, konnten elektronenmikroskopische Auf-
nahmen nahelegen, dass solche Zellen eine Mixtur aus Glukose- und Mannose-
polymeren sekretieren, die die Zellen umgeben112 (Abbildung 9).  
 
Abbildung 9 Elektronenmikroskopische Aufnahme von flokkulierenden (a) und planktonischen (b) 
S. cerevisiae Zellen112. Die flokkulierenden Zellen sind von einer elektronendichten Schicht aus 
Mannose und Glukose umgeben (Schwarze Pfeile), während diese Schicht bei den planktonischen 
Zellen fehlt (Weiße Pfeile).  
S. cerevisiae ist auch in der Lage an bestimmte Kunststoffoberflächen wie Po-
lystyrol, Polypropylen und Polyvinylchlorid zu binden. Diese Eigenschaft scheint 
auf FLO11 und der Zunahme der Hydrophobizität, die mit der Expression die-
ses Adhäsins einhergeht, zu beruhen85, 107. Eine Korrelation der Zelloberflä-
chenhydrophobizität und der Adhäsion an Plastikoberflächen scheint auch für 
Flo1, Flo5, Flo9 und Flo10 zu bestehen79. Dies könnte darauf hinweisen, dass 
die Plastikadhäsion vielleicht weniger eine spezifische Adhäsion als vielmehr 
eine generelle, durch Hydrophobizität vermittelte Wechselwirkung sein könnte 
bzw. dass noch weitere Faktoren eine Rolle spielen könnten.  
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1.6 Zielsetzung 
Die Flo11 vermittelten Phänotypen aus Saccharomyces cerevisiae zeigen eine 
große Diversität (Biofilme, Flokkulation, Flor-Bildung, Filamente), haben aber 
als gemeinsames Merkmal die Zell-Zell bzw. Zell-Oberflächen-Adhäsion. Ein 
Teil der Phänotypen lässt sich auch durch Überproduktion anderer Flokkuline 
hervorrufen. Die meisten Studien, die die Flo11-vermittelte Adhäsion behan-
deln, wurden in vivo durchgeführt. Dabei wurde stets mit FLO11-
exprimierenden Stämmen gearbeitet, die das glykosylierte Volllängenprotein 
aus A-, B- und C-Domäne auf der Zelloberfläche präsentieren. Die Regulation 
der FLO11-Expression ist mit einer Promotorlänge von über 3 kbp sehr komplex 
und beinhaltet viele verschiedene Signaltransduktionswege78. Die Regulation 
von FLO11 ist gut erforscht78, 113-115, der exakte Adhäsionsmechanismus hinter 
Flo11 ist hingegen weitgehend unbekannt. So ist z.B. nicht abschließend ge-
klärt, ob es, ähnlich wie andere Flokkuline, Ca2+ und/oder Mannose-abhängig 
ist oder es einen anderen Mechanismus wie z.B. hydrophobe Wechselwirkun-
gen gibt. Zudem ist der Mechanismus der Plastikadhäsion nicht bekannt.  
In dieser Arbeit sollte daher versucht werden, den ungewöhnlichen Adhäsions-
mechanismus der Flo11A-Flo11A Interaktion unter der Verwendung von struk-
turellen und biophysikalischen Methoden aufzuklären. Dafür sollten Strukturen 
von rekombinanten A-Domänen gelöst werden, um den Adhäsionsmechanis-
mus auf molekularer Ebene analysieren zu können. Zudem sollte ein in vitro 
Assay etabliert werden, womit die Bindeeigenschaften der Flo11-Flo11-
Interaktion quantifiziert werden können. 
Eine weiterführende Frage war zudem, wie konserviert die Flo11 Domäne in-
nerhalb der  Familie der Saccharomycetaceae ist. Manche der Flo11-
vermittelten Phänotypen scheinen zudem abhängig von dem verwendeten 
Stamm zu sein. Douglas et al. haben Flo11 kovalent an beads gekoppelt und 
die Adhäsion an zwei Saccharomyces Stämmen untersucht. Dabei zeigte sich, 
dass diese beads spezifisch an S. cerevisiae var. diastaticus gebunden haben, 
nicht jedoch an S. cerevisiae Σ1278b116. Daher sollten mögliche orthologe 
Flo11 Domänen aus Komagataella pastoris und Saccharomyces cerevisiae 
Σ1278b identifiziert und charakterisiert werden.  
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2 Material 
2.1 Geräte 
Gerät     Bezeichnung (Hersteller) 
Äkta Prime System   (GE Healthcare) 
Autoklav    T-Line (Fedegari), HV 110-L (HMC) 
Biacore System   T-100 (GE Healthcare) 
Bidest. Wasser-Anlage  Seralpur Pro90CN (Seral) 
Brutschrank    BFED-53 (Binder) 
CD Spektropolarimeter  Spektropolarimeter J-810 (Jasco)  
Chromatographiesäulen XK 16/60-Säulenkörper (GE Healthcare), Su-
perdex 200/75-Material (GE Healthcare), His-
Trap Ni-NTA (Macherey Nagel) 
Digitalkamera   D70s (Nikon) 
Dokumentationssystem für Computer E.A.S.Y (UVP), Kamera (UVP), 
Agarosegele    UV-Schirm (Herolab) 
Dokumentationssystem für  Rockimager 1000 (Formulatrix)       
Kristallisationsplatten 
Elektrophoresekammer für  Eigenbau (Feinmechanische Werkstatt, FB   
Agarosegele    Chemie, Philipps-Universität Marburg) 
Elektrophoresekammer für Mighty Small II SE250 / SE260 (Hoefer)   
SDS-PAGE 
Glasperlenmühle    Fastprep-24 (MP Biomedicals) 
Hochdruckhomogenisator French Press (Aminco), Hochdruckzelle 
(Feinmechanische Werkstatt, FB Biologie, Phi-
lipps-Universität Marburg) 
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ITC-System ITC200 (MicroCal) 
Kristallisationsrobotor Cartesian MicroSys 4000-XL (Genomic Solu-
tions), Cartesian HoneyBee 963 (Genomic So-
lutions) 
Mikroskop B601 (Olympus), MZ 8 (Leica) 
NGC-System NGC Chromatographie System (Biorad) 
Peristaltikpumpe P1 (GE Healthcare) 
pH-Meter Basic Meter PB-11 (Sartorius) 
Photometer ND-1000 (Nanodrop), Ultrospec 3100pro (GE 
Healthcare), OD600 (Implen) 
Pipetten  Typ Research (Eppendorf) 
PCR Cycler GeneAMP PCR System 2400 (Perkin Elmer) 
Real-Time PCR-Cycler Rotor-Gene Q (Qiagen) 
Schüttelinkubatoren Certomat IS (Sartorius), Controlled Environ-
ment Incubator Shaker (New Brunswick Scien-
tific), Multitron (InforsHT) 
Spannungsquelle EPS 300 / 301 (GE Healthcare) 
Synchrotron-Beamlines Beamline BL14.1 & 14.2 BESSY-II Berlin 
(Helmholtz-Gesellschaft), BioSAXS Beamline 
BM29 Grenoble (ESRF) 
Waagen PC2200 (Mettler), LabStyle 54 (Mettler Tole-
do) 
Wasserbad NK22 (Haake) 
Zentrifugen Centrifuge 5810 R (Eppendorf), J2-HS Zentri-
fuge mit JA10- / JA20-Rotor (Beckmann), Bio-
fuge 15 (Heraeus), Fresco21 (Thermo Scienti-
fic) 
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2.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial  Bezeichnung (Hersteller) 
cDNA Synthese Kit   iScript™ cDNA Synthesis Kit (Biorad) 
Einmalküvetten   67.724 (Sarstedt) 
Entsalzungssäulen PD-10 Desalting Column (GE Healthcare), PD 
MiniTrap G25 (GE Healthcare) 
Farbstoff für qRT-PCR iQ™ SYBR® Green Supermix (Biorad) 
Kit für die DNA-Reinigung QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 
Kit für Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
Kit für Plasmidpräparation QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
Konzentratoren Amicon Ultra-15 / Amicon Ultra-5 Centrifugal 
Filter Devices, 10000 MWCO (Merck Millipore) 
Kristallisationszubehör 96-well Innovaplate (Innovadyne), VIEWseal 
(Greiner BIOone), SilverSeal (Greiner BIOo-
ne), 24-well Crystallization Tool mit Crystal 
Support (Qiagen), Micromounts (MiTeGen), 
CrystalCap HAT™ (Hampton Research), Cry-
otong / Crystal Wand™ / Micro-Tools (Hamp-
ton Research) 
Spritzenvorsatzfilter Filtropur S 0.2 mit 0,2 µm Porengröße 
(Sarstedt), Filtropur S 0.45 mit 0,45 µm Po-
rengröße (Sarstedt) 
Sterilfilter Ultrafree-MC (Merck Millipore), Flaschenauf-
satzfilter (Merck Millipore) 
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2.3 Chemikalien 
Chemikalie    Hersteller 
Acrylamid (30%)   Roth 
Agar-Agar    Roth 
Agarose    Invitrogen 
APS     Fluka 
Bacto-Hefeextrakt   Difco 
Bacto-Trypton   Difco 
Bradford-Reagenz   Biorad 
BSA     Roth 
Calciumchlord   Riedel-de-Haën  
Coomassie-Brilliant-Blue  Serva 
D-Glukose    Sigma 
D-Mannose    Sigma 
DiOC6     Santa Cruz Biotechnology 
MassRuler DNA Ladder Mix Fermentas 
Ethanol    VWR 
Ethidiumbromid   Roth 
Glycerin    Fluka 
Imidazol    Merck 
IPTG     Duchefa 
Kanamycin    AppliChem 
Kristallisationsscreens  Qiagen / NeXtal 
2-Mercaptoethanol   Roth 
Na2EDTA    Merck 
Ni-NTA Superflow   Qiagen 
Protein-Marker (peQGOLD) peqlab 
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Peroxyessigsäure   Sigma 
PMSF     Fluka 
SDS     Serva 
Spectinomycin   AppliChem 
Streptomycin   Sigma 
Surfactant P20   GE Healthcare 
TEMED    Roth 
Tris     Roth 
Tween-20    Roth 
Virkon     Du Pont 
Weizenkleie    Spielberger GmbH 
Yeast Nitrogen Base  Roth 
Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden in p.a.-Qualität von den 
Firmen Sigma-Aldrich, Fluka, Merck oder Roth bezogen.  
2.4 Enzyme 
Enzym      Hersteller 
BSA (10 mg/mL)     New England Biolabs 
DNaseI      Boehringer 
Lysozym (50 mg/mL)    Boehringer 
NdeI (20 U/µL)     New England Biolabs  
Phusion HiFi-DNA-Polymerase (2 U/µL) New England Biolabs 
T4-DNA-Ligase (400 U/µL)   New England Biolabs 
Taq-Polymerase     New England Biolabs 
XhoI (20 U/µL)     New England Biolabs 
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2.5 Oligonukleotide zur Genamplifikation 
In dieser Arbeit wurden Gensequenzen, die für A-Domänen codieren, in den 
Expressionsvektor pET28a kloniert. Der Vektor pET28a codiert in seiner MCS 
(Multiple Cloning Site) für einen einen N- bzw. C-terminalen His6-Tag. Durch 
Einfügen eines Stop-codons nach der Restriktionserkennungsstelle, wurden 
Konstrukte generiert, die lediglich über einen N-terminalen His6-Tag verfügen 
(rot hervorgehoben) (Tabelle 2). Die Genlängen wurden durch Sequenzalign-
ments und das Vorhandensein einer geraden Anzahl an Cysteinen zur Ausbil-
dung von Disulfidbrücken festgelegt. Die Erkennungsstellen für Restriktions-
enzyme sind fett hervorgehoben. Zur Amplifizierung der ScFlo11A Mutanten 
wurden die Primer von ScFlo11A verwendet, da die mutierten Sequenzen be-
reits auf Hefeexpressionsplasmiden vorkommen, die von Dr. Stefan Brückner 
(FB Biologie) bereitgestellt wurden. Die Primer für ScFLO11A und ΣFLO11A 
wurden von Dr. Maik Veelders erstellt.  
Tabelle 2 Oligonukleotide zur Klonierung von Flo11A Domänen 
Gen Forward und Reverse Primer (5‘-3‘) 
ScFLO11A 5‘-CCATATGTTTCCAACTGCACTAGTTCCTAGAG-3‘ 
5‘-ACTCGAGTTAAGATGACTTCGTACCGCCAC-3‘ 
ΣFLO11A 5‘-CCATATGTTTCCAACTGCACTAGTTCCTAGAG-3‘ 
5‘-ACTCGAGTTATGGAGTTGGTACTGGAGCAC-3‘ 
KpFLO11A1 5ʼ-CGCGCATATGAGCTCAGGAAGACTTGCCCTAC-3ʼ 
5ʼ-CGCGCTCGAGTTATGTAGTTGGTTCAACACCACAGTCG-3ʼ 
KpFLO11-2A 5ʼ-CGCGCATATGGAGCAGTCTGATGTCGAACCAG-3ʼ 
5ʼ-CGCGCTCGAGTTAAACTGTGGAGGCGGCTGAGʼ-3ʼ 
KpFLO11-3A 5ʼ- CGCGCATATGGAGCAGTCTGATGTCGAACCAG-3ʼ 
5ʼ- CGCGCTCGAGTTAAACTGTGGAAGGGGTAGAGCATC-3ʼ 
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2.6 Oligonukleotide für die qRT-PCR 
Die Primer für die qRT-PCR wurden mit Hilfe des Programms Primer3Plus ent-
worfen117. Die Produktlänge lag dabei bei etwa 100 bp mit einem Primer-
Schmelzpunkt (Tm) von 60 °C (Tabelle 3). Die Primer wurden an das Ende des 
zu detektierenden Gens gesetzt, um sicher zu gehen, dass nur vollständig syn-
thetisierte Gene gemessen werden und keine Genfragmente. ACTIN diente da-
bei als Referenz-Gen.  
Tabelle 3 Gene, Primer und Zugangscodes für die Detektion von Transkripten in K. pastoris GS115 
mittels qRT-PCR. 
 
2.7 Vektoren 
2.7.1 pCR™2.1-TOPO™ TA Vektor 
Der TOPO-TA-Vektor wird als linearisiertes DNA Molekül eingesetzt, das an 
den 3‘-Enden einen Thymidylat (T)-Überhang besitzt und das Enzym Topoiso-
merase I aus dem Vacciniavirus davor kovalent gebunden hat118. Die Taq-
Polymerase fügt bei der PCR jeweils einen Adenylat-Überhang (A) an die 3‘-
Enden der PCR-Produkte. Dieses A kann dann mit dem T-Überhang des TO-
PO-Vektors hybridisieren119, 120. Die gebundene Topoisomerase I ligiert dann 
das PCR-Produkt kovalent mit dem Vektor durch Transesterifizierung. Dieses 
System bietet eine sehr hohe Klonierungseffizienz und wurde daher bei den 
Gene Gene ID Uniprot  Forward und reverse Primer (5‘-3‘) 
KPFLO11-1 8198658 C4R2D7 5‘-ACCAGAGCTACCAGTGTTGTTG-3‘ 
5‘-TTGCGACACCTTCATGGATG-3‘ 
KPFLO11-2 8196510 C4QZC5 5‘-AGCGTCATCAGTTCCAGTTG-3‘ 
5‘-AATCAATGCCGCAACTCCAC-3‘ 
KPFLO1 8199304 C4R3A8 5‘-ACTCACCTCAAGTTGCTCAGAG-3‘ 
5‘-AACTGGGCGTTGTTGTTTGG-3‘ 
KPFLO2 8197714 C4QYW7 5‘-TGTGATGCCCAAACTTGCAC-3‘ 
5‘-CCACCGGAACATACTTTGGAAC-3‘ 
ACTIN 8197153 C4QXM9 5‘-ACAGGAGCAACATCCCTGATTC-3‘ 
5‘-ATGACGTTTGCGCTGCTATG-3‘ 
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Klonierungen der Flo11A Domänen als Vorstufe zur Klonierung in den Expres-
sionsvektor pET28a eingesetzt.  
2.7.2 pET-28a(+)-Vektor 
Der Vektor pET-28a(+) wurde als Expressionsplasmid der FLO11A Domänen in 
E. coli eingesetzt. Es ist ein low-copy-Plasmid mit einer Kanamycin-Resistenz 
und einer Expressionskassette unter der Kontrolle eines T7-Promotors und ei-
nes lac-Repressors. Dieser Vektor kann nur in Verbindung mit Expressions-
stämmen verwendet werden, welche in ihrem Genom für die T7-Polymerase 
codieren (Stämme mit DE3-Prophagen)121. Diese steht ebenfalls unter der Kon-
trolle des lac-Repressors. Durch Zugabe von Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) lässt sich diese Repression lösen und das ent-
sprechende Gen kann exprimiert werden122. Desweiteren verfügt der Vektor 
über eine Thrombinschnittstelle zwischen dem N-terminalen His6-Tag und der 
Multiple Cloning Site (MCS). Somit kann durch Behandlung mit dem Enzym 
Thrombin der N-terminale His6-Tag proteolytisch abgetrennt werden. In dieser 
Arbeit wurden die Flo11A Domänen zunächst mit einem N-terminalen His6-Tag 
hergestellt.  
2.7.3 Klonierte Konstrukte zur Expression in E. coli  
Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Expressionskonstrukte auf-
gelistet (Tabelle 4). Die Klonierung von pET28a-ScFlo11A (Wildtyp) und 
pET28a-ΣFlo11A wurde von Dr. Maik Veelders durchgeführt. Die Templatplas-
mide für die Klonierung der ScFlo11A-Mutanten wurden von Dr. Stefan Brück-
ner (FB Biologie) bereitgestellt.  
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Tabelle 4 Expressionsplasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden.  
Name Konstrukt Quelle 
pET28a-ScFlo11A ScFlo11AF22-S211 in pET28a(+) 123 
pET28a-ScFlo11AY133D, W144D, 
Y196D 
ScFlo11AF22-S211, Y133D, W144D, Y196D in 
pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AY133A, W144A, 
Y196A 
ScFlo11AF22-S211, Y133A, W144A, Y196A in 
pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AY111D, Y113D, 
Y118D 
ScFlo11AF22-S211, Y111D, Y113D, Y118D in 
pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AY111A, Y113A, 
Y118A 
ScFlo11AF22-S211, Y111A, Y113A, Y118A in 
pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AW94D, Y162D ScFlo11AF22-S211, W94D, Y162D in pET28a(+) Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AY111A, Y1113A, 
Y1118A, Y133A, Y144A, Y196A 
ScFlo11AF22-S211, Y111A, Y1113A, Y1118A, Y133A, 
Y144A, Y196A in pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AW166D, W168D ScFlo11AF22-S211, W166D, W168D in 
pET28a(+) 
Diese Ar-
beit 
pET28a-ScFlo11AW51D ScFlo11AF22-S211, W51D in pET28a(+) Diese Ar-
beit 
pET28a-ΣFlo11A ΣFlo11AF22-P226 in pET28a(+) 123 
pET28a-KpFlo11A1 KpFlo11A1S23-T189 in pET28a(+) Diese Ar-
beit 
pET28a-KpFlo11-2A KpFlo11-2AE20-V189 in pET28a(+) Diese Ar-
beit 
pET28a-KpFlo11-3A KpFlo11-3AE20-V189 in pET28a(+) Diese Ar-
beit 
 
2.8 Bakterienstämme  
2.8.1 E. coli TOP10F‘ 
Dieser Stamm überproduziert den Lac Repressor (lacIq Gen). Für das 
Blau/Weiß Screening wird den Platten IPTG zugefügt, um die Expression vom 
lac Promotor zu induzieren.  
Chemisch kompetente E. coli TOP10F‘-Zellen (Invitrogen) haben eine sehr ho-
he Transformationseffizienz und sind Bestandteil des TOPO-TA-
Klonierungskits.  
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Genotyp:  F´[lacIq Tn10 (TetR)]. mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 
nupG 
2.8.2 E. coli DH5α 
Chemisch- und elektrokompetente E. coli DH5α (Invitrogen) wurden zur Ver-
mehrung von Plasmiden eingesetzt.  
Die endA1 Mutation inaktiviert eine intrazelluläre Endonuklease, die ansonsten 
die Plasmid-DNA degradieren würde124.  
Genotyp:  F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 
mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 
2.8.3 E. coli SHuffle® T7 Express 
E. coli SHuffle T7 Express wurde als Expressionsstamm für die Expression der 
Flo11A Domänen eingesetzt. Dieser Stamm ermöglicht die Produktion von Pro-
teinen mit Disulfidbrücken im Cytoplasma durch ein oxidatives Zellmilieu. Zu-
sätzlich wird konstitutiv eine chromosomale Kopie der Disulfidbrückenisomera-
se DsbC exprimiert. DsbC fördert die korrekte Faltung von falsch geknüpften 
Disulfidbrücken125, 126. Desweiteren fungiert DsbC auch als Chaperon, das bei 
der korrekten Faltung von Proteinen helfen kann127.  
 
Genotyp:  F´ lac, pro, lacIQ / Δ(ara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 gene1 
Δ(phoA)PvuII phoR ahpC* galE (or U) galK λatt::pNEB3-r1-cDsbC 
(SpecR, lacIq) ΔtrxB rpsL150(StrR) Δgor Δ(malF)3 (K12 Stammhin-
tergrund) 
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2.9 Hefestämme 
2.9.1 Pichia pastoris DSMZ 70382 
Genomische DNA von Pichia pastoris DSMZ 70382 wurde zur Amplifikation von 
KpFlo11-3A eingesetzt.  
Das 9,4 Mb große Genom wurde 2008 sequenziert128.  
Genotyp:  Wildtyp-Isolat 
2.9.2 Pichia pastoris GS115 
Genomische DNA von Pichia pastoris GS115 wurde zur Klonierung von 
KpFlo11A1 und KpFlo11-2A eingesetzt. Desweiteren diente dieser Stamm für 
die Transkriptom-Analysen mittels qRT-PCR.  
Das 9,4 Mb große Genom wurde 2009 sequenziert13.  
Der Stamm GS115 beruht auf dem Wildtyp-Isolat NRRL Y-11430, in dem eine 
Auxotrophie für die Aminosäure Histidin eingeführt wurde129. Diese kann als 
Selektionsmarker verwendet werden.  
Genotyp: his4 (NRRL Y-11430 Stammhintergrund) 
2.9.3 Saccharomyces cerevisiae Σ1278b RH2662 
Die Biofilm-Assays (Dr. Brückner, FB Biologie) wurden mit diesem Stamm 
durchgeführt. Er besitzt den Mating type a, eine Uracil-Auxotrophie und das 
Gen für das Flokkulin FLO11 wurde deletiert130. Mit Hilfe verschiedener FLO11 
Plasmide konnten dann FLO11 und Varianten davon gezielt exprimiert werden.  
Genotyp: MATa flo11∆::kanR ura3-52 
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3 Methoden 
3.1 Methoden der Molekularbiologie 
3.1.1 Kultivierung von E. coli  
Die Kultivierung von E. coli Stämmen erfolgte in Luria-Bertani (LB) Medium131 
bzw. wurde für Festmedium 2 % Agar-Agar (w/v) zugegeben. Die Medien wur-
den entsprechend Tabelle 5 zusammengesetzt und bei 121 °C und 2 bar 30 
min lang autoklaviert.  
Tabelle 5 Zusammensetzung von Luria-Bertani Medium (LB) 
Komponente Konzentration 
Bacto-Trypton 10 g/L 
Bacto-Hefeextrakt 5 g/L 
NaCl 10 g/L 
NaOH-Lösung (10 M) 0,4 mL/L 
Dest. H2O Ad 1 L 
 
Die Zugabe von Selektionsmarkern (Antibiotika) erfolgte nach Abkühlung des 
Mediums auf ca. 55 °C. Als Selektionsmarker wurden Kanamycin (35 μg/mL; 
pET-28a(+)), Streptomycin (50 μg/mL; E. coli SHuffle T7) und Spectinomycin 
(12,5 μg/mL; E. coli SHuffle T7) verwendet. Das Wachstum der Kulturen wurde 
bei einer optischen Dichte (OD) von 595 nm verfolgt.  
3.1.2 Kultivierung von K. pastoris GS115 
Die Kultivierung von K. pastoris GS115 erfolgte in YEPD Medium132 (Tabelle 6). 
Für Festmedien wurden 2 % Agar-Agar (w/v) zugesetzt.  
Bacto-Pepton und Bacto-Hefeextrakt wurden autoklaviert, D-Glukose wurde 
steril filtriert und anschließend zugegeben.  
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Tabelle 6 Zusammensetzung von YEPD Medium. 
Komponente Konzentration 
Bacto-Pepton 20 g/L 
Bacto-Hefeextrakt 10 g/L 
D-Glukose 20 g/L 
Dest. H2O Ad 1 L 
 
Hefezellen wurden auf YEPD-Festmedien ausgestrichen und für 15 h bei 30 °C 
inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde verwendet, um 5 mL YEPD einer ÜNK an-
zuimpfen und diese wurde über Nacht bei 30 °C und 225 r.p.m. schüttelnd in-
kubiert. Die ÜNK wurde dann verwendet, um 50 mL YEPD auf eine OD600 von 
0,1 zu innokulieren. Die Zellen wurden einmal während der logarithmischen 
Wachstumsphase (OD600 ≈ 0,8) und während der frühen stationären Wachs-
tumsphase (OD600 ≈ 2,3) geerntet. Die Kulturen wurden bei 3220 x g für 15 min 
bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen, die Zellpellets in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  
3.1.3 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen  
Die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen erfolgte mit der Calcium-
chlorid- bzw. Rubidiumchloridmethode133. Dazu wurde eine Übernachtkultur 
(ÜNK) mit einer Einzelkolonie eines E. coli Stammes angeimpft und der ent-
sprechende Selektionsmarker für den Stamm zugegeben. Mit dieser ÜNK wur-
den 200 mL LB-medium, ebenfalls mit dem entsprechenden Selektionsmarker 
versetzt, in einem Verhältnis 1:100 innokuliert. Die Kulturen wurden bei 37 °C 
und 225 r.p.m. bis zu einer OD595 von 0,6 herangezogen. Anschließend wurden 
die Zellen mittels Zentrifugation bei 3220 x g (4 °C) für 20 min pelletiert. Das 
Zellpellet wurde in 60 mL TFBI-Puffer (Tabelle 7) aufgenommen und 2 h auf Eis 
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation von 10 min bei 3220 x g. und 4 °C wurde 
das Zellpellet in 4 mL TFBII-Puffer (Tabelle 7) resuspendiert und die Suspensi-
on zu 50 mL Portionen aliquotiert. Die Zellen wurden anschließend in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  
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Tabelle 7 Zusammensetzung TFBI- und TFBII-Puffer 
TFBI Puffer TFBII Puffer 
Komponente Konzentration Komponente Konzentration 
RbCl 100 mM RbCl 10 mM 
MnCl2 50 mM MOPS 10 mM 
KOAc 30 mM CaCl2 75 mM 
CaCl2 10 mM Glycerin 15 % (v/v) 
Glycerin 15 % (v/v)   
 
3.1.4 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Die Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen erfolgte nach der 
Hitzschock-Methode134. Dazu wurde ein 50 µL Aliquot auf Eis aufgetaut und mit 
ca. 20-50 ng Plasmidlösung versetzt. Nach 30 minütiger Inkubation auf Eis 
wurden die Zellen 45 sec lang einem Hitzeschock bei 42 °C in einem Wasser-
bad ausgesetzt. Anschließend wurden die Zellen für 2 min auf Eis gehalten. 
Nach Zugabe von 800 µL LB Medium wurden die Zellen 1 h bei 225 r.p.m. und 
37 °C schüttelnd inkubiert. 100 µL dieser Zellsuspension wurden direkt auf ei-
ner Agarplatte mit entsprechendem Selektionsmarkern ausgestrichen. Der Rest 
der Zellsuspension wurde zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet 
in 100 µL LB Medium resupendiert und ebenfalls ausgestrichen. Die Platten 
wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert.  
3.1.5 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  
Die Methode basiert auf der selektiven alkalischen Denaturierung von chromo-
somaler DNA, während zirkulare DNA doppelsträngig erhalten bleibt. Bei der 
anschließenden Neutralisation bildet die denaturierte chromosomale DNA ein 
unlösliches Aggregat, die Plasmid-DNA bleibt löslich.  
4 mL einer Übernachtkultur wurden pelletiert (16200 x g, 4 min), der Überstand 
wurde verworfen und die Zellen in 250 μL P1-Puffer (Tabelle 8 und Tabelle 9) 
resuspendiert. Im Anschluss wurden 250 μL P2-Lyse-Puffer hinzugegeben und 
durch Invertieren gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min wurden 350 μL P3-
Neutralisations-Puffer zugegeben und der Ansatz erneut invertiert. Es folgte 
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eine Zentrifugation (15 min, 16200 x g, 4 °C), um präzipitierte chromosomale 
DNA und Zellfragmente abzutrennen. Anschließend wurden 800 μL des Über-
standes mit 600 μL 2-Propanol versetzt und der Ansatz kurz vortexiert, dabei 
präzipitierte die gelöste Plasmid-DNA. Sie wurde pelletiert (1 h, 16200 x g, 4 °C) 
und der Überstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde mit 300 μL Ethanol (70%) 
gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min, 16200 x g, 4°C) und 30 min bei 37 °C 
getrocknet. Das Pellet wurde dann in 30 - 50 μL EB-Puffer gelöst und anschlie-
ßend bei -20 °C gelagert. 
Tabelle 8 P1 und P2 Puffer für die Plasmidpräparation 
P1 (Resuspendierung) P2 (Lyse) 
Komponente Konzetration Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 8,0 50 mM NaOH 200 mM 
EDTA 10 mM SDS 1 % (w/v) 
RNase A 100 µg/mL   
 
Tabelle 9 P3 und EB Puffer für die Plasmidpräparation 
P3 (Neutralisation) EB (Elution) 
Komponente Konzetration Komponente Konzentration 
KOAc, pH 5,5 3 M Tris-HCl, pH 8,5 10 mM 
 
Sollte die gewonnene Plasmid-DNA sequenziert werden, wurde die Plasmid-
präparation mit Hilfe von Plasmidextraktionskits der Firma Qiagen durchgeführt 
(QIAprep Spin Miniprep Kit).  
3.1.6 RNA Extraktion von K. pastoris GS115 
Die Extraktion von RNA aus der Hefe K. pastoris GS115 erfolgte nach einer 
abgewandelten Methode von Schmitt et al.135. Zellpellets aus 50 mL Kulturen 
wurden in 1 mL RNase freiem Wasser resuspendiert und 300 µL davon wurden 
in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefäß für die RNA Extraktion überführt. Diese 
wurde zu 1/3 mit Glaskugeln (Ø 0,25 – 0,5 mm) aufgefüllt. Dann wurden 50 µL 
einer 10%igen SDS-Lösung, 50 µL AE Puffer (10x) (Tabelle 10) und 600 µL 
Roti® Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol. Die Suspension wurde für 8 min bei 
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4 °C vortexiert. Anschließend wurden die Eppendorf-Reaktionsgefäße mit Para-
film umwickelt, um eine Evaporation des Phenols zu verhindern und bei 65 °C 
für 4 min bei 1400 r.p.m. geschüttelt. Nach Zugabe von 1 mL AE Puffer (1x) 
wurden die Reaktionsgefäße mehrfach stark invertiert und für 10 min bei 4 °C 
und 16200 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde dann in ein neues Reaktions-
gefäß überführt, 600 µL Roti® Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben 
und wieder 10 min bei 16200 x g und 4 °C zentrifugiert. 500 µL des Überstan-
des wurden in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 50 µL 3 M Na-Acetat 
(pH 5,3) und 1 mL Ethanol (100%) zugegeben. Diese Suspension wurde für 30 
min bei -20 °C inkubiert und darauffolgend bei 16200 x g für 10 min bei 4 °C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 500 µL 
Ethanol (70%) gewaschen. Das Pellet wurde dann für 10 min bei Raumtempe-
ratur getrocknet und in 100 µL RNase freiem Wasser aufgenommen.  
Tabelle 10 Zusammensetzung AE Puffer (1x) 
Komponente Konzentration 
Na-Acetat pH 5,3 50 mM 
Na2EDTA 10 mM 
 
Die Konzentration der extrahierten RNA wurde mittels ND-1000 Spektrometer 
(Nanodrop) bestimmt. Anschließend wurden eventuell vorhandene Reste von 
genomischer DNA durch eine Behandlung mit DNase I (Thermo Fisher Scienti-
fic) beseitigt (Tabelle 11).  
Tabelle 11 DNase I Behandlung von RNA 
Komponente Menge/Volumen 
RNA 2 µg 
DNase I 2 µL 
DNase I Puffer 2 µL 
H2O Ad 20 µL 
 
Zur Inaktivierung wurden 2 µL EDTA (Thermo Fisher Scientific) zugegeben und 
für 10 min bei 65 °C inkubiert. Anschließend wurde eine erneute Phe-
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nol/Chloroform Extraktion durchgeführt. Das Pellet wurde hier allerdings ledig-
lich in 30 µL RNase freiem Wasser aufgenommen.  
Die erhaltene RNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese (Kapitel 3.1.8) auf 
Reinheit und Integrität überprüft.  
3.1.7 Synthese von cDNA aus RNA 
Die Synthese von cDNA (complementary DNA) erfolgte mit Hilfe des iScript™ 
cDNA Synthesis Kit (Biorad) (Tabelle 12). Diese Reaktion funktioniert mit Hilfe 
von Random Hexamer Primern. Das sind kurze Oligodesoxyribonukleotide zu-
fälliger Reihenfolge [d(n)6], die an zufällige komplementäre Stellen der Ziel-RNA 
binden, um als Primer für die DNA-Synthese durch Reverse Transkriptase zu 
dienen. Die Synthese wurde in einem Thermocycler durchgeführt (Tabelle 13). 
Tabelle 12 Reaktionszusammensetzung cDNA Synthese 
Komponente Menge/Volumen 
5x iScript Reaktions Mix 4 µL 
iScript Reverse Transpriptase 1 µL 
RNA 500 ng 
H2O (Nuklease-frei) Ad 20 µL 
 
Tabelle 13 Reaktionsbedingungen für die cDNA Synthese 
Schritt Temperatur (°C) Zeit 
Primeranlagerung 25 5 min 
Reverse Transkription (RT) 46 20 min 
Inaktivierung RT 95 1 min 
Halten 4 ∞ 
 
3.1.8 Polymerasekettenreation (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur gezielten Vervielfälti-
gung eines bestimmten DNA-Abschnitts. Sie wurde 1985 von Mullis et al. ent-
wickelt136. Bei der PCR wird eine DNA-Probe in Einzelstränge getrennt und mit 
DNA-Polymerase, dNTPs und zwei Oligonukleotid-Primern inkubiert, deren Se-
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quenzen das gewünschte DNA-Segment flankieren. Die Primer steuern die 
DNA-Polymerase so, dass sie komplementäre Stränge der gewünschten DNA 
synthetisiert. Ausgehend von einer Genkopie kann diese durch mehrfache Wie-
derholung des Vorgangs exponentiell vervielfältigt werden. 
Alle Amplifizierungen wurden mit der Phusion Polymerase durchgeführt. Diese 
besteht aus einer Fusion aus der DNA Polymerase aus Pyrococcus furiosus 
und einer Enhancer Domäne, welche über eine 3‘→5‘ Exonukleaseaktivität ver-
fügt. Dadurch reduziert sich die Fehlerrate gegenüber der DNA Polymerase aus 
Pyrococcus furiosus um den Faktor 6137. Die Phusion Polymerase erzeugt glat-
te DNA-Enden (blunt ends).  
Die Annealingtemperatur für die Primer wurde mit dem Programm OligoCalc 
berechnet138. Für die Berechnung der Schmelztemperatur wurde die Nearest 
Neighbour Methode gewählt139, 140.  
Tabelle 14 Zusammensetzung PCR 
Komponente Volumen (µL) 
Phusion Polymerase (2 U/µL) 0,5 
Phusion Puffer HF (5x) 10 
dNTPs (10 mM) 1 
Primer_forward (10 µM) 2 
Primer reverse (10 µM) 2 
Templat DNA 1 
ddH2O Ad 50 µL 
 
In Tabelle 14 sind die Zusammensetzungen der PCR Reaktionen zusammen-
gestellt. Die verwendeten Template sind in Tabelle 15 aufgelistet.  
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Tabelle 15 Template, die in dieser Arbeit verwendet wurden, um verschiedene Konstrukte zu gene-
rieren. Die Templat-Plasmide wurden von Dr. Stefan Brückner (FB Biologie) bereitgestellt.  
Templat Produkt 
BHUM2419 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, Y133D, W144D, Y196D 
BHUM2756 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, Y133A, W144A, Y196A 
BHUM2612 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, Y111D, Y113D, Y118D 
BHUM2117 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, Y111A, Y113A, Y118A 
BHUM2413 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, W94D, Y162D 
BHUM2758 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, Y111A, Y1113A, Y1118A, Y133A, 
Y144A, Y196A 
BHUM2415 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, W166D, W168D 
BHUM2417 (Plasmid) ScFlo11AF22-S211, W51D 
Genomische DNA K. pastoris GS115 KpFlo11A1S23-T189 
Genomische DNA K. pastoris GS115 KpFlo11-2AE20-V189 
Genomische DNA K. pastoris DSMZ 70382 KpFlo11-3AE20-V189 
 
Die PCR Ansätze wurden zusammen pipettiert und mit Hilfe von Thermocyclern 
auf die entsprechenden Temperaturen gebracht. Die Bedingungen für die Amp-
lifikation der ScFlo11A-Mutanten sind in Tabelle 16 aufgelistet und die Bedie-
nungen für die Amplifikation der Flo11A Domänen aus K. pastoris in Tabelle 17.  
Tabelle 16 PCR Bedingungen für die Amplifikation der Mutanten von ScFlo11A. Diese beruhen auf 
der Amplifikation des Wildtyps, welches von Dr. Maik Veelders etabliert wurde123.  
Schritt Temperatur (°C) Zeit Zyklen 
Initiale Denaturierung 98 5 min 
1 Primeranlagerung 60 5 min 
Elongation 72 110 sec 
Denaturierung 98 45 sec 
35 Primeranlagerung 60 45 sec 
Elongation 72 65 sec 
Finale Elongation 72 7 min 1 
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Tabelle 17 PCR Bedingungen für die Amplifikationen von KpFlo11A1, KpFlo11-2A und KpFlo11-3A.  
Schritt  Temperatur (°C) Zeit  Zyklen 
Initiale Denaturierung 98 5 min 1 
Denaturierung 98 45 sec 
30 Primer-Anlagerung 55 45 sec 
Elongation  72 1 min 
Finale Elongation 72 7 min 1 
Halten 4 ∞ 1 
 
3.1.9 Agarosegelelektrophorese 
Die PCR Produkte wurden mittels Gelelektrophorese nach ihrer Größe getrennt 
und auf das Vorhandensein von einzelnen Banden überprüft. Dazu wurden 4 µL 
der PCR Produkte mit 4 µL DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein 1%-iges 
(w/v) Agarosegel in TBE-Puffer gegeben (Tabelle 18 und Tabelle 19). Die Elekt-
rophorese wurde bei einer Spannung von 110 V durchgeführt. Anschließend 
wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad inkubiert und die banden unter 
UV-Licht visualisiert. Durch Vergleich mit einer DNA-Leiter, die DNA Moleküle 
bekannter Größe enthält, kann die Größe der PCR Produkte bestimmt werden.  
Tabelle 18 Zusammensetzung TBE-puffer 
Komponente Konzentration 
Tris 1 M 
Borsäure 1 M 
EDTA 20 mM 
 
Tabelle 19 Zusammensetzung DNA-Probenpuffer 
Komponente Konzentration 
Xylenxyanol FF 0,25 % (w/v) 
Ficoll Typ 400 15 % (w/v) 
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3.1.10 Klonierung 
Die Klonierung der Flo11A Domänen bzw. der Mutanten von ScFlo11A erfolgte 
in den Expressionsvektor pET28a. Dazu wurde allerdings der Umweg über eine 
TOPO-Klonierung gewählt. Dies ermöglichte später eine effizientere Spaltung 
durch die Restriktionsenzyme NdeI und XhoI.  
Zunächst wurde eine 3‘-Adenylierung der blunt- ends des PCR-produkts mittels 
Taq-Polymerase vorgenommen (Tabelle 20). Die Adenylierungsreaktion wurde 
anschließend für 10 min bei 68 °C inkubiert.  
Tabelle 20 Adenylierung mittels Taq-Polymerase 
Komponente Volumen 
PCR Reaktion 25 µL 
ThermoPol Puffer (10x) 3 µL 
dATP (100 mM) 1 µL 
Taq-Polymerase (5U/µL) 1 µL 
 
Das adenylierte PCR Produkt konnte anschließend in den TOPO-Vektor kloniert 
werden (Tabelle 21).  
Tabelle 21 TOPO-Klonierungsreaktion 
Komponente Volumen 
Adenylierte PCR 4 µL 
Salzlösung (200 mM NaCl, 10 
mM MgCl2) 
1 µL 
TOPO Vektor 1 µL 
 
Die TOPO-Klonierungsreaktion wurde bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert. 
Mit diesem Reaktionsansatz wurden chemisch kompetente E. coli TOP10F‘-
Zellen transformiert (Abschnitt 3.1.4). E. coli Zellen, die ein Plasmid mit Insert 
aufgenommen hatten wurden über ein blau-/weiß-Screening auf Selektionsplat-
ten mit Xgal und IPTG identifiziert.  
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Aus positiven Transformanten wurde die Plasmid-DNA extrahiert (Abschnitt 
3.1.5) und zur Sequenzierung geschickt. Plasmide, welche die korrekte Gense-
quenz des Inserts aufwiesen, wurden einer Restriktion mit den Restriktions-
enzymen NdeI und XhoI unterzogen (Tabelle 22).  
Tabelle 22 Reaktionsbedingungen für eine Restriktion mit den Restriktionsenzymen NdeI und XhoI 
Komponente  Volumen 
Plasmid 16 µL 
Cut Smart Reaktionspuffer (10x) 3 µL 
NdeI 2 µL 
XhoI 2 µL 
H2O 7 µL 
 
Der Expressionsvektor pET28a wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen 
NdeI und XhoI behandelt. Die DNA-Fragmente wurden auf ein präparatives 
Agarosegel aufgetragen und mittels Qiaquick-Gel-Extraction-Kit (Qiagen) aufge-
reinigt. In einer anschließenden Ligation wurde die gewünschte Gensequenz in 
den Expressionsvektor pET28a ligiert. Diese Reaktion wurde über Nacht bei 
16 °C durchgeführt (Tabelle 23).  
Tabelle 23 Zusammensetzung Ligationsansatz 
Komponente Menge/Volumen 
Vektor 25 fmol 
Insert 125 fmol 
Ligase Puffer (10x) 2 µL 
Ligase 1 µL 
H2O Ad 20 µL 
 
Die so gewonnenen Konstrukte wurden für die Proteinexpression in E. coli 
SHuffle T7 Express eingesetzt.  
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3.1.11 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR ist eine PCR-Methode, bei der während der exponentiellen Pha-
se der Reaktion in Echtzeit die Menge an Produkten über Fluoreszenz bestimmt 
werden kann. Daher eignet sich die qRT-PCR für die Analyse von RNA-Mengen 
als auch zum Vergleich von Genexpressionsmustern. Während der Amplifikati-
on nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu 
(Abbildung 10). Der Plot besteht aus zwei Phasen, einer exponentiellen Phase, 
gefolgt von einer Plateau Phase. Während der exponentiellen Phase verdoppelt 
sich die Menge an PCR Produkten ungefähr mit jedem Zyklus. Wenn die Reak-
tion weiter fortschreitet, werden die Reaktionskomponenten aufgebraucht und 
werden zum limitierenden Faktor. An diesem Punkt wird die Plateau Phase er-
reicht. Im Laufe der Reaktion akkumuliert genug amplifiziertes Produkt, sodass 
ein detektierbares Fluoreszenzsignal entsteht, welches über dem Hintergrund-
level liegt. Die Zyklusnummer, bei der das auftritt, wird Threshold Cycle (CT) 
genannt. Der CT Wert wird hauptsächlich durch die Ausgangsmenge an Temp-
lat bestimmt. Wenn viel Ausgangsmaterial in der Probe vorhanden ist, sind nur 
wenige Zyklen erforderlich, um den Threshold zu passieren.  
 
Abbildung 10 Amplifikationsplot der qRT-PCR. Erklärungen: Siehe Text. Die Abbildung wurde mo-
difiziert nach Real-Time PCR Applications Guide (Biorad)141 
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In dieser Arbeit wurde die qRT-PCR verwendet, um das Transkriptom von K. 
pastoris GS115 auf die Expression von Flokkulinen zu untersuchen. Dazu wur-
de die Methode der relativen Quantifizierung gewählt, wofür eine interne Kon-
trolle (Referenzgen) benötigt wird. Solche Referenzgene werden verwendet, um 
Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA bzw. cDNA auszu-
gleichen. Dafür eignen sich z.B. Haushaltsgene, wobei der Mengenvergleich mit 
den Haushaltsgenen als Normierung bezeichnet wird.  
ACTIN (ACT1) wurde als Referenzgen gewählt, da es leicht zu detektieren und 
seine Expression relativ unabhängig von der experimentellen Behandlung ist. 
Die Reaktion wurde wie in Tabelle 24 angegeben zusammenpipettiert. SYBR® 
Green (Biorad) diente dabei als Fluoreszenzfarbstoff.  
Tabelle 24 Zusammensetzung der qRT-PCR.  
Komponente  Konzentration/Volumen 
iQ™ SYBR® Green Supermix 10 µL 
Forward Primer 1 µL 
Reverse Primer 1 µL 
cDNA Templat 1 µL 
H2O 7 µL 
 
Tabelle 25 Reaktionsbedingungen für die qRT-PCR.  
Schritt  Temperatur (°C) Zeit  Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 30 sec 1 
Denaturierung 95 15 sec 
45 Primer-Anlagerung 60 30 sec 
Elongation  72 30 sec 
 
In Tabelle 25 sind die Reaktionsbedingungen der qRT-PCR aufgelistet, die mit 
Hilfe eines CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detektionssystems (Biorad) durch-
geführt wurden. Im Anschluss an das PCR-Programm wurde eine Schmelzkur-
ve durchgeführt, um auf einzelne, spezifische PCR Produkte zu untersuchen. 
Als Kontrollen dienten Wasser und gereinigte RNA, die beide kein Signal geben 
sollten. Alle Experimente wurden wenigstens in zweifacher Ausführung durch-
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geführt. Die relativen Expressionsmengen wurden mit der ∆CT-Methode be-
stimmt. Die ∆CT-Methode ist eine modifizierte Form der Livak-Methode142. Da-
bei wird der Unterschied in den CT Werten zwischen Referenz- und Zielgen für 
die Auswertung nach folgender Formel berechnet: 
𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉ℎä𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 �𝑅𝑅𝑉𝑉𝑅𝑅𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑙𝑙𝑅𝑅
𝑍𝑍𝑙𝑙𝑉𝑉𝑙𝑙
� =  2𝐶𝐶𝑇𝑇(𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅)− 𝐶𝐶𝑇𝑇(𝑍𝑍𝑍𝑍𝑅𝑅𝑍𝑍) 
Aufgrund dieser Berechnung wird die Expression des Referenzgens auf 1 nor-
miert.  
3.2 Proteinchemische Methoden 
3.2.1 Genexpression von FLO11A Domänen in E. coli 
Für die Expression rekombinanter Gene wurden E. coli SHuffle® T7 Express 
(DE3) Zellen mit den entsprechenden Vektoren transformiert und auf LB-Platten 
+ Antibiotikum selektioniert. Übernachtkulturen (4 - 50 ml LB + Antibiotikum) 
wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 37°C schüttelnd 
inkubiert. 5 L Erlenmeyerkolben wurden mit 2 L LB + Antibiotikum befüllt und 
mit der Übernachtkultur im Verhältnis 1:100 innokuliert. Die Kulturen wurden bei 
37 °C und 180 r.p.m. bis zu einer OD600 von 0,15 – 0,2 angezogen. Anschlie-
ßend wurde die Temperatur auf 12 °C gesenkt. Sobald die Kulturen eine Tem-
peratur von 12 °C erreicht hatten bzw. eine OD600 von 0,6 – 0,8 erfolgte die Ge-
nexpression durch Zugabe von 0,04 mM IPTG. Die Kulturen wurden dann 72 h 
bei 12 °C und 150 r.p.m. schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
bei 3951 x g für 15 min bei 4°C zentrifugiert und die Pellets in AM-Puffer 
(Tabelle 26) resuspendiert (12 L Kultur /25 ml Puffer). Diese wurden in flüssi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
Tabelle 26 Zusammensetzung AM Puffer 
Komponente Konzentration 
Tris-HCl pH 8,0 0,02 M 
NaCl 0,2 M 
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3.2.2 Präparativer Zellaufschluss 
Bei dieser Aufschlussmethode wird die Zellsuspension unter Druck durch eine 
enge Öffnung (< 1 mm) gepresst, wobei durch die auftretenden Scherkräfte die 
Zellen zerstört werden.  
Ein 30 mL-Aliquot wurde aufgetaut und mit 20 µM EDTA, 20 µM PMSF und 1 
µg/mL Lysozym versetzt. Die Suspension wurde anschließend in eine vorge-
kühlte French-Press-Zelle gegeben. Die Zellen wurden bei einem maximalen 
Druck von 6895 kPa (1000 psi) aufgeschlossen. Der Vorgang wurde zweimal 
wiederholt und die Zellen anschließend für 1 h bei 22658 x g und 4 °C in einem 
zentrifugiert. Der Überstand wurde filtriert (0,45 µm) und auf eine Ni-NTA-
Affinitätssäule aufgetragen. 
3.2.3 Ni-NTA Affinitätschromatographie 
Ni-NTA-Affinitätschromatographie gehört zur Metallchelatchromatographie (im-
mobilized metal ion affinity chromatography oder IMAC), wobei Proteinmotive 
mit mehreren Histidin- oder Cysteinresten in geeigneter Anordnung an Säulen 
binden, die Metallionen der Übergangsreihe chelatiert haben143. Bei der Nickel-
Chelatchromatographie werden Proteine, die N- oder C-Terminal mit einem 
His6-Tag fusioniert sind über Säulen isoliert, die Ni2+ an eine Nitriloessigsäure-
(NTA)-Kopfgruppe koordiniert haben. Ni2+ kann im Austausch gegen Wasser mit 
zwei Histidin-Resten des Proteins interagieren. Die Elution des Proteins von der 
Säule erfolgt durch eine Verdrängungsreaktion, indem Imidazol (funktionelle 
Gruppe von Histidin) in steigender Konzentration zugegeben wird.  
His-Trap Ni-NTA-Säulen (5 mL, Machey Nagel) wurden mit 2 Säulenvolumen 
(CV) dH2O und AM-Puffer an einer Peristaltikpumpe bei 4 °C und 1 ml/min äqui-
libriert. Auf diese vorbereitete Säule wurde der filtrierte Überstand mit einer 
Flussrate von 0,3 ml/min zweimal aufgetragen. Die weitere Aufreinigung wurde 
an einem FPLC System durchgeführt. Dafür wurde die Säule zunächst mit AM 
Puffer gewaschen bei einer Flussrate von 1 ml/min um unspezifisch gebundene 
Proteine zu entfernen. In einem weiteren Schritt wurde die Säule mit 25 mM 
imidazolhaltigem AM-Puffer gewaschen um nochmals Verunreinigungen abzu-
trennen. Die Elution erfolgte mit 100 mM Imidazol in AM-Puffer. Die Säule wur-
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de anschließend mit 2 CV 500 mM Imidazol gewaschen und nach Spülen mit 2 
CV dH2O und 20 % Ethanol unter 20 % Ethanol gelagert.  
3.2.4 Größenausschlusschromatographie 
Die Größenausschlusschromatographie trennt gelöste Moleküle nach ihrer 
Größe und basiert auf der unterschiedlichen Permeation der Analyten in ein 
poröses Trägermaterial mit kontrollierter Porengröße. Für das Trennverhalten 
ist das hydrodynamische Volumen der Probenmoleküle verantwortlich. Molekü-
le ab einer bestimmten Größe können nicht in die Poren des Trenngels eindrin-
gen und eluieren zusammen mit der Lösemittelfront im Ausschlussvolumen. 
Kleinere Moleküle bewegen sich nicht nur ungehindert zwischen den einzelnen 
Teilchen der stationären Phase, sondern dringen außerdem auch in ihre Poren 
ein. Dadurch erfahren sie eine Verzögerung und eluieren später als größere 
Moleküle. Die kleinsten Komponenten haben somit die längste Aufenthaltsdau-
er in den Poren und werden zuletzt eluiert. Die mobile Phase dient nur als Lö-
semittel und hat keinen unmittelbaren Einfluss auf die Trennung.  
Verwendet wurde eine HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade bzw. 200 prep 
grade (GE Healthcare). Die unter 20 % Ethanol (v/v) gelagerte Säule wurde 
zunächst drop-to-drop an eine FPLC-Anlage angeschlossen. Die Säule wurde 
nun mit zwei CV ddH2O gewaschen und anschließend mit zwei CV Gelfiltrati-
onspuffer äquilibriert bei einer Flussrate von 1 mL/min. Das Volumen der aufge-
tragenen Proteinlösung betrug maximal 1 ml. Die Elution erfolgte bei einer 
Flussrate von 1 ml/min mit Gelfiltrationspuffer in Fraktionen von 1 mL. Die Säule 
wurde danach mit je 2 CV ddH2O und 20 % Ethanol gewaschen und unter 20 % 
Ethanol gelagert. 
3.2.5 Ankonzentration von Proteinlösungen 
Die Konzentrierung von Proteinlösungen aus Affinitäts- bzw. Gelfiltrationschro-
matographie wurde mittels Amicon® Ultrakonzentratoren (Millipore) durchge-
führt. Die Konzentratoren wurden so gewählt, dass Proteine mit einem Moleku-
largewicht größer als 10 kDa zurück gehalten wurden. Die Konzentratoren wur-
den zunächst für 5 min bei 3220 x g und 4 °C mit dem jeweiligen Puffer äquilib-
riert. Anschließend wurden die Proteinfraktionen vereinigt und mit Hilfe des 
Konzentrators auf das gewünschte Volumen ankonzentriert. Jeweils nach 5 min 
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bei 4°C und 3220 x g wurde die Lösung mit Hilfe einer automatischen Pipette 
durchmischt, um lokal auftretende Proteinaggregate zu verhindern.  
3.3 Analytische Methoden 
3.3.1 SDS-PAGE 
Proteine können mittels SDS-PAGE nach ihrer Größe aufgetrennt bzw. auf ihre 
Reinheit überprüft werden144. SDS-PAGE ist eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE), bei der das anionische Detergens Natriumlaurylsul-
fat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) eingesetzt wird. Durch Inkubation der 
Proteine mit SDS und Mitteln, welche Disulfid-Brücken reduzieren (2-
Mercaptoethanol oder Dithiothreitol), werden diese vollständig denaturiert und 
dissoziiert. Die negative Ladung des SDS schirmt dabei die natürliche Ladung 
der Aminosäureseitenketten ab und verschafft den linearisierten Proteinen ein 
ähnliches Masse-Ladungsverhältnis. Bei der Elektrophorese im Polyacrylamid-
gel werden die Proteine nach diesem Verhältnis aufgetrennt. Die verwendeten 
Gele mit einem Acrylamidgehalt von 12% im Trenngel und 4% im Sammelgel 
wurden mit Hilfe eines Casters hergestellt, die Quervernetzung erfolgte mit TE-
MED, der Radikalstart mit APS.  
Alle Proben wurden 1:4 mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C aufge-
kocht, um die Proteine vollständig zu denaturieren. Pro Geltasche wurden 5 -10 
µL Probe aufgetragen und 7 µL Proteinmarker. Die Gele liefen bei 20 mA und 
maximaler Spannung bis die Lauffront das Trenngel  erreicht hatte. Im Trenngel 
betrug die Stromstärke 40 mA. Danach wurde das Gel in Färber geschwenkt 
und anschließend in Entfärber entfärbt. 
 
Sammelgelpuffer Trenngelpuffer 
Komponente Konzentration Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 6,8 625 mM Tris-HCl, pH 8,8 1,125 M 
  Saccharose 30 % (w/v) 
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Komponente Trenngel Sammelgel 
Acrylamid (30 %) 24 mL 3,33 mL 
SDS-Lösung (10 % w/v) 600 µL 250 µL 
Trenngelpuffer 20 mL - 
Sammelgelpuffer - 5 mL 
TEMED 60 µL 250 µL 
APS (10 % w/v) 300 µL 75 µL 
dH2O 15 mL 16 mL 
 
10x SDS-Laufpuffer 2x SDS-Probenpuffer 
Komponente Konzentration Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 8,8 1,125 M Tris-HCl, pH 6,8 62,5 mM 
Saccharose 30 % (w/v) Glycerin 15 % (v/v) 
  Bromphenolblau Spatelspitze 
  β-Mercaptoethanol 4 % (v/v) 
 
3.3.2 Konzentrationmessung von Proteinlösungen 
Die Konzentration von Proteinlösungen wurde durch Absorptionsmessungen 
bei 280 nm (A280) bestimmt. Bei dieser Wellenlänge absorbieren die aromati-
schen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin, in geringerem Maß auch Phe-
nylalanin.  
Die Messungen wurden mit einem ND-1000 Spektrometer (Nanodrop) be-
stimmt. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes kann anhand des Moleku-
largewichts und des Extinktionskoefizienten (ε280) die Konzentration direkt be-
stimmt werden145.  
𝐸𝐸 =  𝜀𝜀280  × 𝑐𝑐 × 𝑑𝑑 
𝐸𝐸 =  𝜀𝜀280  × 𝑚𝑚(𝑉𝑉 × 𝑀𝑀)  × 𝑑𝑑 
𝑐𝑐𝑀𝑀 =  𝐸𝐸 × 𝑀𝑀𝜀𝜀280  × 𝑑𝑑 
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E: Extinktion; ε280: Molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm; m: Masse; c: 
Stoffmengenkonzentration, d: Schichtdicke; V: Volumen; M: Molekulargewicht; 
cM: Massenkonzentration 
3.3.3 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 
Mit Hilfe von Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) wurde das Bindeverhalten 
von Ca2+/D-Mannose an ScFlo11A untersucht.  
Mittels ITC kann die Bindungswärme gemessen werden, die während eines 
Bindungsexperiments zwischen Rezeptor und Ligand frei (exotherme Reaktion) 
oder konsumiert wird (endotherme Reaktion)146. Dazu wird das Bindungsprotein 
in die Probenzelle des Kalorimeters gegeben, der Ligand in die Spritze. Die Re-
ferenzzelle wird mit ddH20 befüllt. Die Bindung läuft in der Probenzelle ab. Über 
die Drehspritze werden Aliquots des Liganden eingegeben. Gleichzeitig wird die 
Spritze gedreht und mit Rührflügeln an der Spritzenspitze die Probenzelle 
durchmischt. Während der Messung wird die Referenzzelle elektrisch auf eine 
konstante Temperatur geheizt. Gleichzeitig wird die Temperaturdifferenz zwi-
schen Referenz- und Probenzelle bestimmt. Der Heizstrom für die Probenzelle 
wird nun so angepasst, dass die Temperatur zwischen beiden Zellen stets 
gleich (isotherm) ist. Kommt es zu einer exothermen Bindung zwischen Rezep-
tor und Ligand, wird also in der Probenzelle Wärme freigesetzt, drosselt das 
Gerät den Heizstrom der Probenzelle. Die Größe der Stromabnahme ist dann 
äquivalent der bei der Bindung freigesetzten Wärmemenge. Die Konzentration 
des Liganden in der Probenzelle erhöht sich dabei stufenartig, die des Rezep-
tors erniedrigt sich jeweils geringfügig.  
Zur Auswertung wird die Summe der Wärmeabgabe/aufnahme (kcal) pro Lig-
andeninjektion aufgetragen gegen die Ligandenkonzentration. Aus dieser Kurve 
lassen sich drei Größen berechnen: Die Anzahl der Bindungsstellen (n), die 
Dissoziationskonstante KD und die pro Mol Bindungspartner freigesetzte Wär-
me, die Enthalpie (ΔH). Aus KD und ∆H kann nach der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung die Entropie des Systems (∆S) bestimmt werden.  
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3.3.4 Oberflächenplasmonresonanz (Biacore) 
Mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz (Firmenbezeichnung Biacore, Bio-
molecular Interaction Analysis) ist es möglich, die spezifische Interaktion von 
zwei Bindungspartnern (Assoziation, Gleichgewicht, Dissoziation) in Echtzeit zu 
verfolgen147. Dazu wird ein Bindungspartner auf einer Chip Oberfläche immobi-
lisiert (Ligand), während der andere in Lösung gehalten wird (Analyt). In dieser 
Arbeit wurde mittels SPR (Surface Plasmon Resonance) die Flo11A-Flo11A 
Interaktion analysiert.  
Die Hauptkomponenten des Biacore Systems sind eine optische Detektionsein-
heit und der Sensorchip mit vier Flusszellen148. Der Sensorchip besteht aus ei-
ner Glasoberfläche, die mit einem dünnen Goldfilm beschichtet ist. Auf der 
Goldoberfläche befindet sich eine carboxymethylierte Dextranoberfläche, die es 
ermöglicht, einen Liganden kovalent/nicht-kovalent zu binden. Die optische De-
tektionseinheit besteht aus einer Leuchtdiode, einem Prisma und einem 
Diodenarray-Detektor.  
Das physikalische Prinzip der Oberflächenplasmonresonanz tritt ein, wenn ein 
monochromatischer, planar polarisierter Lichtstrahl durch das Prisma auf die 
Goldoberfläche eingestrahlt wird (Abbildung 11). Wenn das Licht den Grenz-
winkel zur Totalreflexion überschreitet, findet an der Grenzfläche zweier nicht-
absorbierender Medien Totalreflexion statt149. Entlang der Grenzfläche entsteht 
so im optisch dünneren Medium ein evaneszentes Feld und auf der Goldober-
fläche kommt es zur Anregung eines Oberflächenplasmons (Plasmon Reso-
nanz). Die Resonanz und damit die Lage des Winkels θ, ist abhängig vom Bre-
chungsindex unmittelbar über der Sensoroberfläche und damit vom Beladungs-
grad. Diese Veränderung des Winkels wird in Resonanzeinheiten (Resonance 
Units, RU) ausgedrückt und ist ein Maß für die sich auf der Oberfläche befindli-
che Masse. Es gilt, dass 1000 RU der Anlagerung von 1 ng mm-2 Protein ent-
sprechen147. Dabei resultiert eine Ablenkung des Reflexionswinkels um 0,1°.  
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Abbildung 11 Prinzip der Oberflächenplasmonresonanz am Beispiel der Flo11A-Flo11A Interaktion. 
Durch eine Interaktion von immobilisiertem Flo11A (Ligand) mit Flo11A in Lösung (Analyt) kommt 
es zu einer Änderung des Refraktionsindex und damit zu einer Verschiebung des Reflexionswin-
kels θ.  
Die Experimente wurden an einem BiacoreT100 System (GE Healthcare) 
durchgeführt. Die Temperatur für die Interaktionen lag stets bei 25 °C, während 
die Temperatur des Sample Compartment bei 4 °C lag. Methodisch erfolgt zu-
erst eine Prä-Konzentrierung des Liganden auf der Chip-Oberfläche, um die 
besten Bedingungen für die anschließende Immobilisierung herauszufinden. 
Dazu wurde 100-300 µg/mL Flo11A in 10 mM Acetatpuffern (pH 4; 4,5; 5 und 
5,5) angesetzt und über die Chip-Oberfläche geschickt. Die Konzentration an 
Flo11A und dem besten pH-Wert wurde anschließend für die Immobilisierungs-
Reaktion verwendet. Für die Immobilisierung wurde ein Series S Sensor Chip 
CM5 verwendet, welcher über eine carboxymethylierte Dextranoberfläche ver-
fügt. Die immobilisierungsreaktion wurde mit einem Immobilisierungs-Kit (Amine 
Coupling Kit, GE Healthcare) durchgeführt. Die Dextranmatrix wird zunächst mit 
einer Mixtur aus 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDC) und N-
Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert, um reaktive Succinimid-Ester zu generieren 
(Abbildung 12). Der Ligand wird dann über die Oberfläche geschickt, sodass die 
Ester spontan mit Aminogruppen oder anderen nukleophilen Gruppen reagieren 
und den Liganden kovalent an die Dextranoberfläche binden. Anschließend 
wird die Sensor Chip Oberfläche noch mit Ethanolamin behandelt, um verblie-
bene aktive Ester zu deaktivieren.  
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Abbildung 12 Immobilisierung eines Liganden auf der Sensor Chip Oberfläche über Amin-
Kupplung  
Die Immobilisierung wurde mit einer Flussrate von 5 µl/min und einer Kontakt-
zeit von 900 sec auf Flusszelle 2 bzw. 4 durchgeführt. Auf den Flusszellen 1 
bzw. 3 wurden Blank Immobilisierungen (ohne Ligand) durchgeführt, damit die-
se dann als Blank von den eigentlichen Flo11A-Flo11A-Interaktionen in Fluss-
zelle 2 bzw. 4 abgezogen werden konnten. Flo11A wurde mit einer Beladungs-
dichte von 4000 – 6000 RU auf der Chip Oberfläche immobilisiert und als Analyt 
in Konzentrationen von 0 bis 700 µM in verschiedenen Laufpuffern eingesetzt. 
Die Kontaktzeit für die Assoziationen betrug 360 sec mit einer Flussrate von 
10 - 25 µL/min und einer Dissoziationszeit von 360 sec für Bindungsexperimen-
te und 600 sec für Affinitätsmessungen. Die Chip Oberfläche wurde nach jeder 
Injektion von Analyt mit Regenerationspuffer gewaschen mit einer Kontaktzeit 
von 30 sec, einer Flussrate von 30 µl/min und einer anschließenden Stabilisie-
rungsperiode von 180 sec.  
Laufpuffer I Laufpuffer II 
20 mM HEPES pH 6,8 20 mM Essigsäure/Acetat pH 5,5 
150 mM NaCl 150 mM naCl 
0,005 % (v/v) Surfactant P20 0,005 % (v/v) Surfactant P20 
 
Regenerationspuffer I Regenerationspuffer II 
2 M NaCl 500 mM Tris-HCl pH 9 
Ad Laufpuffer I / II 2 M NaCl 
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Die Auswertung erfolgte mittels Biacore T100 Evaluationssoftware Version 
1.1150. Für die Affinitätsmessungen wurde ein Steady State 1:1 Modell verwen-
det. Dieses Modell berechnet die Dissoziationskonstante KD für eine 1:1 Inter-
aktion aus einem Fließgleichgewicht (steady state) der Bindung (Req) gegen die 
Analytkonzentration (C).  
𝑅𝑅𝑅𝑅𝑒𝑒 =  𝐶𝐶 ×  𝑅𝑅𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐾𝐾𝐷𝐷 +  𝐶𝐶 + 𝑅𝑅𝑅𝑅 
Die Gleichung enthält auch einen Term (RI), der den Massenbeitrag miteinbe-
zieht. Dieser wird als identisch für alle Proben angenommen und verschiebt 
lediglich die Req-Achse. Rmax ist die maximale Bindekapazität des Analyten auf 
der Oberfläche.  
Für die kinetischen Betrachtungen wurde ein 1:1 Interaktionsmodell zwischen 
Ligand (A) und Analyt (B) verwendet.  
𝐴𝐴 + 𝐵𝐵 = 𝐴𝐴𝐵𝐵 
3.3.5 Berechnung des Dimer-Anteils aus der KD 
Für eine homotypische Protein-Protein-Interaktion kann anhand der KD (50 % 
Dimer) bei einer gegebenen Proteinkonzentration die Anzahl an theoretisch ge-
bildeten dimeren Spezies berechnet werden151. Dafür werden neben dem KD 
werte zwei Formeln benötigt: 
𝐾𝐾𝐷𝐷 =  ([𝑀𝑀0] − 2[𝐷𝐷])2[𝐷𝐷]         (1)                                         𝑌𝑌 =  2[𝐷𝐷][𝑀𝑀0]        (2)        
Dabei ist [M0] die Proteinkonzentration und [D] die Fraktion des gebildeten Di-
mers. Das Lösen der quadratischen Gleichung (1) ergibt [D] bei der gegebenen 
Proteinkonzentration [M0]. Durch Einsetzen von [D] in Gleichung (2) erhält man 
den Anteil an theoretisch möglichem Dimer von 0 bis 1.  
Trägt man M0 gegen Y auf, erhält man eine Kurve, die konzentrationsabhängig 
die Bildung von dimeren Spezies für die einzelnen Flo11A-Flo11A Interaktionen 
zeigt.  
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3.3.6 Circulardichroismus-(CD) Spektroskopie 
Die CD Spektroskopie wurde eingesetzt, um die Sekundärstruktur und die 
thermische Stabilität der verschiedenen Flo11A Domänen zu untersuchen.  
Circulardichroismus beruht auf der Wechselwirkung optisch aktiver Substanzen 
mit zirkular polarisiertem Licht147. Bei Proteinen handelt es sich aufgrund ihrer 
chiralen Strukturen um optisch aktive Moleküle. Jede Aminosäureeinheit besitzt 
mindestens ein optisch aktives C-Atom (Cα). Zudem zeigt ihre Gesamtkonfor-
mation Chiralität in Gestalt von α-Helices (rechts- oder linksgängig) und β-
Faltblättern (parallel oder anti-parallel)152. 
Bei der CD Spektroskopie wird die unterschiedliche Absorption der links- und 
rechts-zirkular polarisierten Komponente von zirkular polarisiertem Licht ge-
messen147.  
∆𝜀𝜀 =  𝜀𝜀𝐿𝐿 −  𝜀𝜀𝑅𝑅 
Dabei sind εL bzw. εR die Absorptionskoeffizienten für links- bzw. rechtszirkular 
polarisiertes Licht. Diese Differenz wird als Elliptizität θ angegeben. 
𝜃𝜃 (𝜆𝜆) = 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙. (𝜀𝜀𝐿𝐿 −  𝜀𝜀𝑅𝑅) 𝑐𝑐 × 𝑑𝑑 
Hier ist d die Schichtdicke der Küvette und c die Konzentration der Probe. Die 
Abhängigkeit der Elliptizität θ von der Wellenlänge λ wird im CD-Spektrum auf-
gezeichnet. Aus der gemessenen Elliptizität kann die molare Elliptizität [θ] be-
rechnet werden. 
[𝜃𝜃] =  𝜃𝜃
𝑐𝑐 × 𝑑𝑑 × 10        �deg  ×  𝑐𝑐𝑚𝑚2𝑑𝑑𝑚𝑚𝑐𝑐𝑙𝑙 � 
Der Circulardichroismus von Proteinen, insbesondere der Fern-UV-CD, wird in 
der Regel als mittlere molare Elliptizität pro Aminosäure angegeben, [θ]MRW, 
basierend auf der Konzentration der Summe von Aminosäuren in der Proteinlö-
sung, die untersucht wird153.  
[𝜃𝜃]𝑀𝑀𝑅𝑅𝑀𝑀 =  𝜃𝜃𝑐𝑐 × 𝑑𝑑 ×  𝑁𝑁𝐴𝐴𝐴𝐴  ×  10          �deg ×  𝑐𝑐𝑚𝑚2𝑑𝑑𝑚𝑚𝑐𝑐𝑙𝑙 � 
[θ]MRW = mittlere molare Elliptizität pro Aminosäure in deg*cm2*dmol-1 
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θ = gemessene Elliptizität in mdeg 
c = Proteinkonzentration in M 
d = Schichtdicke der Küvette in cm 
NAS = Anzahl der Aminosäurereste des Proteins 
Die CD Spektroskopie wurde in Küvetten mit 0,1 cm Durchmesser mit einem 
J-810 Spektropolarimeter (JASCO) durchgeführt. Die Flo11A Domänen wurden 
zunächst gegen 10 mM Phosphatpuffer (pH 5,0; 6,0; 7,0 und 8,0) über Nacht 
bei 4 °C dialysiert. Die Konzentration wurde anschließend mit den entsprechen-
den Puffern auf 0,5 mg/mL eingestellt. Fern-UV-Spektren wurden bei einer Wel-
lenlänge von 200 bis 240 nm bei 10 °C aufgezeichnet. Drei Spektren wurden 
jeweils mit einer Bandbreite von 3 nm, einer response von 2 sec, einem data 
pitch von 0,2 nm und einer Scangeschwindigkeit von 50 nm/min durchgeführt. 
Die Schmelzkurven wurden in einem Temperaturbereich von 10 bis 95 °C mit 
einer Temperatursteigerung von 1 °C/min und einem data pitch von 0,2 °C auf-
gezeichnet. Die Wellenlänge betrug hierbei 215 nm mit einer Bandbreite von 3 
nm und einer response von 2 sec.  
Die Schmelzpunktberechnungen (Tm) wurden mittels Sigmoidfunktion (Boltz-
mann Funktion) berechnet.  
3.4 Methoden der Röntgenstrukturanalyse 
Die Untersuchung von Proteinstrukturen ermöglicht das Verständnis der Pro-
teinfunktion auf molekularer Ebene. Dazu zählen neben der Kenntnis über die 
Faltung der Polypeptidkette, z.B. der katalytische Mechanismus eines Enzyms 
oder die spezifische Interaktion von Rezeptor und Ligand. In dieser Arbeit wur-
den hauptsächlich zwei Methoden zur Analyse von Strukturen eingesetzt. Mit 
Hilfe röntgenkristallographischer Methoden kann die dreidimensionale Struktur 
von Proteinen bei atomarer Auflösung bestimmt werden, während durch Klein-
winkelstreuung (Small-angle X-ray scattering, SAXS) die Größe, Form, Konfor-
mation und Assemblierung von Proteinen in Lösung ermittelt werden kann.  
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3.4.1 Kristallisation von Proteinen 
Prinzipiell können biologische Makromoleküle jeder Art und Größe mit kristallo-
graphischen Methoden untersucht werden, wenn es gelingt, diese zu kristallisie-
ren. In einem Proteinkristall sind einzelne Proteine an den Gitterpunkten des 
Kristallgitters exakt gleich angeordnet. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es 
möglich, durch Beugung von Röntgenstrahlen an einem Kristall ein Bild von der 
Anordnung der Moleküle im Kristall zu erhalten und die dreidimensionale Struk-
tur der Proteine zu bestimmen. Die erste Struktur eines Proteins, war die von 
Myoglobin, die 1958 von Kendrew und Perutz aufgeklärt wurde154. Seit diesen 
ersten erfolgreichen Proteinkristallstrukturanalysen Ende der Fünfzigerjahre des 
letzten Jahrhunderts wurden bis heute (Stand März 2016) die Strukturen von 
109074 Proteinen in der Worldwide Protein Data Bank (wwPDB) hinterlegt, da-
runter 98154 Strukturen, die durch Röntgenkristallographie ermittelt wurden155, 
156.  
Für die Röntgenstrukturanalyse wird das Protein in kristallinem Zustand benö-
tigt und zwar in Form von großen, möglichst perfekt aufgebauten, einzelnen 
Kristallen, die auch Einkristalle genannt werden. Dabei ist die Kristallisation 
auch heute noch eine Technik, die auf dem Prinzip von Versuch und Irrtum be-
ruht und deren Ergebnisse nicht vorhersagbar sind. Die Eigenschaften eines 
Proteins, wie Molekulargewicht, Aminosäuresequenz oder isoelektrischer 
Punkt, geben im Allgemeinen keinen Hinweis auf die Bedingung, die zur Kristal-
lisation erforderlich sind147. Für ein initiales Kristallisationsscreening wurden in 
dieser Arbeit kommerziell erhältliche Sparse-matrix screens der Firma Qiagen 
eingesetzt, welche Bedingungen enthalten, die bereits zu erfolgreicher Kristalli-
sation geführt haben (Tabelle 27).  
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Tabelle 27 Sparse-matrix screens, die in dieser Arbeit für ein initiales Kristallisationsscreening 
verwendet wurden 
Screen  Beschreibung 
JCSG+ Literaturbekannte Bedingungen, basierend auf den Ergebnissen 
des Joint Center for Structural Genomics (JCSG) und Mitgliedern 
des European Genomics Consortium157, 158 
JCSG I - IV 384 Kristallisationsbedingungen, die aus 500.000 getesteten High-
Throughput Experimenten am JCSG die höchsten Trefferraten 
zeigten159 
PACT Verschiedene Kombinationen von PEG und Ionen, um den Effekt 
von Anionen, Kationen und pH zu testen157 
Classics Bekannte Bedingungen, beruhend auf der Arbeit von Jancarik und 
Kim160 
Classics Lite Classics Screen mit der Hälfte an Präzipitanskonzentration160 
AmSO4 Bedigungen mit Ammoniumsulfat als Präzipitans 
Anions Verschiedene Salze und pH-Werte 
Cryos Bedingungen, die bereits Glycerin als Cryo-Protectant enthalten160 
MbClass I und II Bedingungen, mit denen hauptsächlich Membranproteine kristalli-
siert wurden 
 
Die Kristallisation selbst ist ein Vorgang, bei dem Moleküle aus einer übersättig-
ten Lösung in einen festen Phasenzustand übergehen161. Die Übersättigung 
einer Proteinlösung erfolgt durch Hinzufügen eines Präzipitans, das die Pro-
teinmoleküle bei einer bestimmten Konzentration aus der Lösung verdrängt. Die 
Präzipizanskonzentration wird dabei möglichst langsam erhöht, entweder durch 
Diffusion von Wasser aus der Proteinlösung oder durch Diffusion von Präzipi-
tans in die Proteinlösung.  
Kristallisationsexperimente mit den in Tabelle 27 aufgeführten Screens wurden 
in einem Dampfdiffusionsverfahren im sitting drop durchgeführt. Dazu wurden 
300 nL einer konzentrierten Proteinlösung (30 – 70 mg/mL) mit 300 nL einer 
Kristallisationsbedingung gemischt. Seitlich daneben befindet sich ein Reservoir 
der Kristallisationsbedingung mit 80 µL der Kristallisationsbedingung, sodass 
über die Gasphase eine Diffusion des Lösemittels stattfinden kann, was zu ei-
ner Übersättigung im Tropfen führt. Die Experimente wurden in 96-well-Platten 
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mit Hilfe eines automatischen Pipettierroboters durchgeführt (Cartesian Micro-
sys SQ 4004 oder Honeybee 963, beide Genomic Solutions). Anschließend 
wurden die Platten mit transparenter Kunststofffolie (VIEWseal, Greiner 
BIOone) versiegelt und bei 4 oder 18 °C gelagert. Die Dokumentation der Kris-
taalisationsexperimente erfolgte mit dem Rockmaker Dokumentationssystem 
(Formulatrix).  
3.4.2 Optimierung von Kristallisationsbedingungen 
Sollten bei diesen ersten Tests bereits Einkristalle von ausreichender Größe 
(20-100 µm) entstehen, so müssen die Bedingungen reproduziert bzw. optimiert 
werden, um möglichst große und perfekte Einkristalle für die Röntgenstruktur-
analyse zu züchten162.  
Die Reproduktion wurde im hanging drop163 Verfahren mit Hilfe von EasyXtal 
Tools (24-well, Qiagen) durchgeführt. Dazu wurde ein kleines Volumen (1-2 µL) 
einer Proteinlösung auf ein Deckglas mit Schraubgewinde pipettiert und mit der 
Kristallisationsbedingung 1:1 gemischt. Dieses Deckglas wurde dann auf ein 
Reservoir mit 1 mL der Kristallisationsbedingung geschraubt. In diesem ge-
schlossenen System kann sich das Volumen des Tropfens durch Dampfdiffusi-
on verringern, da die Präzipitanskonzentration nur halb so groß ist wie im Re-
servoir. Dadurch erhöhen sich langsam die Konzentrationen im hanging drop, 
bis eine Übersättigung und Kristallisation des Proteins eintritt.  
Für die Reproduktion von ScFlo11A-Kristallen war es nötig, Kristallisationskei-
me in die Bedingung einzubringen. Dieser Prozess wird Seeding genannt und 
meint das Einbringen von Kristallisationsnuklei in die Phase der niedrigen Über-
sättigung, wo langsames Kristallwachstum möglich ist, nicht aber die spontane 
Keimbildung164. Für die Reproduktion von ScFlo11A-Kristallen wurde Microsee-
ding in zwei unterschiedlichen Ausführungen verwendet165, 166. In der ersten 
Variante wurden mehrere Kristalle in einem kleinen Volumen der Kristallisati-
onsbedingung durch kurzes Vortexieren zusammen mit einer Stahlkugel (Ø 2 
mm) zerkleinert. Mit Hilfe eines Katzenschnurrhaares wurde anschließend ein 
Teil dieser Seeding-Lösung in einen neuen Kristallisationstropfen transferiert. 
Alternativ wurde ein bereits vorhandener Kristall bzw. Kristallfragmente mit Hilfe 
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eines Katzenschnurrhaares berührt und so Kristallkeime in einen neuen Tropfen 
eingebracht (streak seeding).  
In einigen Fällen war die Qualität der aus den sparse-matrix screens gewonne-
nen Kristalle bereits ausreichend, um sie direkt zur Strukturlösung einzusetzen. 
Meistens zeigten diese Kristalle jedoch eine geringe Auflösung oder waren nicht 
hinreichend groß gewachsen. Morphologisch zeigte sich dies auch durch das 
Fehlen von sauberen Kristallkanten, Nadelbildung, Spherulite und Mikrokristal-
len. Solche Kristalle wiesen oft eine hohe Mosaizität auf, d.h. die Proteinmole-
küle in dem Kristall sind ein wenig gegeneinander verkippt und versetzt. Dies 
kann auch durch den Einschluss von Verunreinigungen in dem Kristall eintre-
ten. In vielen Fällen kann die Qualität der Kristalle durch Optimierungen verbes-
sert werden167, 168. Ausgehend von der Bedingung, wo ein Treffer erzielt wurde, 
wurde systematisch die Zusammensetzung der Bedingung (pH-Wert, Salz, Prä-
zipitans) variiert. Der pH-Wert wurde in Schritten von 0,1 - 0,2 Einheiten um die 
Bedingung herum variiert und die Konzentration von Salzen und Fällungsmitteln 
ebenfalls systematisch verändert. Die Optimierungen wurden sowohl in 96-well-
Platten, als auch 24-well-Platten durchgeführt.  
3.4.3 Vorbereiten der Kristalle für Rötgenbeugungsexperimente 
Proteinkristalle enthalten große Kanäle zwischen den Proteinmolekülen, die mit 
der Pufferlösung gefüllt sind (meist zwischen 50 – 60 % des Kristallvolumens). 
Proteinkristalle sind aus diesem Grund sehr empfindlich gegenüber mechani-
scher Beanspruchung und müssen ständig von einer Lösung, die meist der Re-
servoirlösung entspricht, umgeben sein169. Mit Hilfe von CryoLoops (Hampton 
Research) wurden unter einem Mikroskop die Kristalle aus der Kristallisations-
lösung herausgeholt und für 1-3 min in eine Cryolösung, bestehend aus der 
Mutterlösung, versetzt mit einem Cryoprotectant, getaucht. Als Cryoprotectant 
wurde, abhängig von der Mutterlösung, entweder 25-30 % Glycerin oder 30-
40 % PEG 400 eingesetzt. Der Kristall wurde anschließend in dem CryoLoop in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren.  
3.4.4 Röntgenbeugungsexperimente 
Die experimentelle Anordnung zur Röntgenbeugung besteht aus einer Rönt-
genstrahlungsquelle sowie einem Detektor zur Messung der gebeugten Rönt-
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genstrahlen. Die Datensammlung wurde mit Röntgenstrahlung an Synchrotro-
nen (BESSY II, Helm-Holtz Zentrum Berlin; ESRF, Grenoble) durchgeführt. Die 
Synchrotronenstrahlung hat den Vorteil, dass sie bei sehr kurzen Wellenlängen 
sehr intensiv ist und so hohe Auflösungen der Kristalle erzielt werden können.  
Um möglichst viele Kristallebenen im Beugungswinkel zum Primärstrahl zu ori-
entieren, wird der Kristall im Röntgenstrahl gedreht und es werden Beugungs-
bilder unter verschiedenen Winkeln aufgenommen. Zunächst wurden zwei 
Testbilder im Winkel von 90° zueinander aufgenommen. Mit Hilfe des Software-
programms imosflm170 wurden die Zellparameter und Raumgruppen der Kristal-
le bestimmt, woraus Strategien berechnet wurden, um einen möglichst vollstän-
digen, maximalaufgelösten Datensatz zu sammeln. Dazu wurden die Belich-
tungszeiten angepasst (0,1 sec – 20 min) und der Oszillationswinkel, um den 
der Kristall gedreht wurde (0,1° - 1,0°).  
3.4.5 Prozessierung der Datensätze 
Die Prozessierung der Datensätze erfolgte mit den Programmen XDS171 oder 
imosflm170. Bei der Prozessierung werden auf den einzelnen Bildern die Reflexe 
identifiziert, wodurch die Orientierungsmatrix und die Raumgruppe bestimmt 
werden können. Jeder Reflex wird dabei erfasst und Korrekturen für die Strah-
lenposition, den Detektorabstand und die Mosaizität miteinberechnet. Die Ska-
lierung der prozessierten Daten erfolgte mit XSCALE171 oder SCALA172 aus 
dem CCP4-Packet173 vorgenommen. Bei der Skalierung werden die Reflexe der 
verschiedenen Bilder zusammengeführt und mit einem Skalierungsfaktor ver-
sehen. Hier wurden auch die Auflösungsschalen angepasst, unter Berücksichti-
gung der Vollständigkeit, I/σ (Intensität/Rausch-Verhältnis, nicht unter 2) und 
Rmeas (nicht größer als 70 %)174, 175.  
3.4.6 Lösung des Phasenproblems durch Molekularen Ersatz (MR) 
Die an dem Kristall gebeugten Röntgenstrahlen enthalten die komplette Infor-
mation über die dreidimensionale Anordnung der Atome in dem Kristall. Diese 
Information ist in den drei Größen einer elektromagnetischen Welle (Wellenlän-
ge, Amplitude und Phase) enthalten. Die Wellenlänge des Primärstrahls wird 
durch die Beugung am Kristall nicht verändert und ist damit bekannt. Die 
Amplitude kann durch die relative Intensität der Reflexe gemessen werden. Ei-
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ne Messung der Phase ist aber nicht möglich, wodurch ein großer Teil der In-
formationen über die Anordnung der Atome im Kristall verloren geht176. Da die 
Röntgenstrahlen an der Elektronenhülle der Atome gestreut werden, ergibt die 
Röntgenstrukturanalyse nicht sofort die exakten Atomkoordinaten, die den Posi-
tionen der Atomkerne entsprechen, sondern die dreidimensionale Verteilung 
der Elektronen der Atome, die als Elektronendichte bezeichnet wird147. Die 
Elektronendichte ρ an jedem Punkt (x, y, z) im Kristall lässt sich aus der Struk-
turfaktoramplitude F(h, k, l), die proportional zur Quadratwurzel der gemesse-
nen Intensität I für den Reflex (h, k, l) ist, der dazugehörigen Phase α(h, k, l) 
und dem Volumen V der Kristallzelle berechnen: 
𝜌𝜌(𝑥𝑥,𝑦𝑦, 𝑅𝑅) =  1
𝑉𝑉
 �𝐹𝐹(ℎ, 𝑘𝑘, 𝑙𝑙) ×  𝑉𝑉𝑍𝑍𝑖𝑖(ℎ,𝑘𝑘,𝑍𝑍)  ×  𝑉𝑉−2𝜋𝜋𝑍𝑍(ℎ𝑚𝑚+𝑘𝑘𝑘𝑘+𝑍𝑍𝑅𝑅) 
Diese Formel zeigt, dass die Bestimmung der Molekülstruktur beide Werte, den 
der Amplitude und den der Phase, erfordert.  
Um das Phasenproblem zu lösen, wurde in dieser Arbeit die Methode des Mo-
lekularen Ersatzes (MR, molecular replacement) eingesetzt177. Mit Hilfe einer 
ähnlichen, bereits aufgeklärten Proteinstruktur können mit diesen Koordinaten 
die Strukturfaktoramplituden (Fcalc) sowie die Phasen (αcalc) für das Modell be-
rechnet werden. Mit den Modellphasen und den gemessenen Strukturfaktora-
mplituden (Fobs) kann anschließend eine Elektronendichtekarte für die neue 
Kristallstruktur erhalten werden. Zunächst muss dafür das bekannte Struktur-
modell in der neuen Kristallzelle platziert werden, da sich sowohl die Raum-
gruppen als auch die Orientierung des Proteinmoleküls in der bekannten und 
der neuen Kristallstruktur unterscheiden. Daher muss das bekannte Struktur-
modell erst korrekt in der neuen Kristallzelle platziert werden178. Dieses sechs-
dimensionale Suchproblem mit drei Rotations- und drei Translationsvariablen 
wird in zwei Schritte aufgeteilt. Dafür wird als erstes die Rotationsorientierung 
mithilfe der Patterson-Funktion ermittelt.  
𝜌𝜌(𝑥𝑥,𝑦𝑦, 𝑅𝑅) =  ���|𝐹𝐹ℎ𝑘𝑘𝑍𝑍|2  ×  𝑉𝑉−2𝜋𝜋𝑍𝑍(ℎ𝑚𝑚+𝑘𝑘𝑘𝑘+𝑍𝑍𝑅𝑅)
𝑍𝑍𝑘𝑘ℎ
 
Es werden zwei Patterson-Funktionen berechnet, eine mit den Strukturfaktora-
mplituden (Fobs) aus den gemessenen Beugungsintensitäten, die andere mit 
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den Strukturfaktoramplituden (Fcalc), die aus den Atomkoordinaten des Such-
models berechnet werden179. Die zwei Sätze von Patterson-Vektoren werden 
dann durch eine Produktfunktion miteinander korreliert, wobei der eine Vektor-
satz gegen den anderen in kleinen Winkelschritten um alle drei Achsen gedreht 
wird (Rotationsfunktion). Bei einer guten Übereinstimmung gibt diese Rotations-
funktion einen hohen Wert, der eine mögliche Rotationslösung anzeigt. An-
schließend wird das Suchmodell entsprechend rotiert und in kleinen Schritten 
durch die Kristallzelle translatiert, wobei nach jedem Schritt die Korrelation zu 
den experimentellen Strukturfaktoramplituden berechnet wird (Translationsfunk-
tion). Nachdem das Suchmodell in der neuen Kristallzelle platziert wurde, kann 
eine Elektronendichte berechnet und mit der Korrektur und Verfeinerung der 
Struktur begonnen werden.  
Die größte Einschränkung für die Verwendung von MR zur Strukturlösung ist 
das Vorhandensein eines geeigneten Suchmodells178. Die Struktur von 
ScFlo11A-His6 konnte 2012 von Dr. Maik Veelders gelöst werden123. Dies dien-
te in dieser Arbeit als Suchmodell für die Lösung weiterer Varianten der Flo11A 
Domäne aus S. cerevisiae. ScFlo11A besitzt allerdings nur eine Sequenzidenti-
tät von 30 % zu der Flo11A1 Domäne aus K. pastoris. Eine direkte Lösung von 
KpFlo11A1 mit ScFlo11A als Suchmodell schlug daher fehl. Daher wurde mit 
Hilfe des Programms MODELLER180 ein Homologiemodell von KpFlo11A1, ba-
sierend auf der Primärsequenz von KpFlo11A1 und der Struktur von ScFlo11A 
erstellt, was erfolgreich als Suchmodell eingesetzt werden konnte.  
Die Strukturlösung durch molekularen Ersatz wurde mit dem Programm Pha-
ser181 und dem Phaser-MR-GUI aus dem Phenix Paket durchgeführt182. Der 
abschließende Bau des Atommodells erfolgte mit Autobuild183, ebenfalls aus 
dem Phenix Paket.  
3.4.7 Strukturverfeinerung 
Das aus Phaser bzw. Autobuild resultierende Modell enthält meist noch eine 
Vielzahl von Fehlern, die durch die so genannte kristallographische Verfeine-
rung verringert werden. Bei der Verfeinerung wird versucht, die Differenz zwi-
schen den experimentell beobachteten Strukturfaktoramplituden (Fobs) und den 
von dem augenblicklichen Modell berechneten Fcalc zu minimieren147.  
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In dieser Arbeit wurden die Programme REFMAC5184 (CCP4) und phe-
nix.refine185 (Phenix Packet) zur Verfeinerung eingesetzt, die die Atomkoordina-
ten leicht variieren, von dem veränderten Modell neue Fcalc berechnen und mit 
den Fobs vergleichen. Dies wird solange wiederholt, bis die kleinsten möglichen 
Differenzen zwischen Fobs und Fcalc erreicht werden. Die Verfeinerungspro-
gramme berechnen dabei verschiedene Energien, die zum Beispiel die Abwei-
chung von den idealen Bindungsgeometrien , die abstoßenden Kräfte zwischen 
chemisch nicht gebundenen Atomen oder die Differenz zwischen Fobs und Fcalc 
beschreiben und versuchen, diese Energieterme zu minimieren. Eine manuelle 
Inspektion der Elektronendichtekarte und des Modells erfolgte mittels Coot186.  
Die Übereinstimmung zwischen Fobs und Fcalc wird durch den kristallographi-
schen R-Faktor ausgedrückt187: 
𝑅𝑅 =  ∑  |𝐹𝐹𝑜𝑜𝑜𝑜𝐴𝐴 (ℎ,𝑘𝑘, 𝑙𝑙) −  𝐹𝐹𝑐𝑐𝑚𝑚𝑍𝑍𝑐𝑐 (ℎ,𝑘𝑘, 𝑙𝑙)|
∑  𝐹𝐹𝑜𝑜𝑜𝑜𝐴𝐴 (ℎ,𝑘𝑘, 𝑙𝑙)  
Bei einer exakten Übereinstimmung wäre der R-Faktor gleich Null, für ein erstes 
Modell beträgt er oft zwischen 0,45 und 0,5, aber selbst für gut bestimmte und 
verfeinerte Proteinstrukturen liegt der R-Faktor noch zwischen 0,15 und 0,20188. 
Auch spielt die Auflösung hier eine wichtige Rolle, da mit höherer Auflösung 
wesentlich mehr Daten (Fobs) zur Verfügung stehen. Die Abweichungen beru-
hen nicht nur auf dem Messfehler der Beugungsdaten, sondern vor allem auf 
der nicht perfekten kristallinen Ordnung und den kleinen Unterschieden zwi-
schen den Strukturen der einzelnen Proteinmoleküle im Kristall. Das bedeutet, 
dass das verfeinerte Modell einen Mittelwert zwischen den minimal verschiede-
nen Konformationen und Orientierungen der Moleküle im Kristall darstellt.  
Zur weiteren Kontrolle der Strukturverfeinerung wird eine Kreuzvalidierungsme-
thode eingesetzt, bei der ein kleiner Teil der Beugungsdaten (5 % oder 2000 
Reflexe) von den Strukturverfeinerungen ausgeschlossen wird. Diese Reflexe 
werden nur für die Berechnung des freien R-Faktors (Rfree) verwendet, der wie 
der R-Faktor definiert ist189. Die Abweichung des freien R-Faktors vom R-Faktor 
sollte nicht mehr als 3-8 % betragen.  
Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit PyMOL190 und die Berech-
nung des elektrostatischen Oberflächenpotentials mit APBS191 als PyMOL 
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Plugin. Nach Abschluss der Verfeinerung und Analyse der Struktur werden die 
Atomkoordinaten und Strukturfaktoren in der Protein Data Bank (PDB) depo-
niert155.  
3.4.8 Kleinwinkelstreuung (SAXS) 
SAXS (Small-angle-X-ray scattering) basiert ebenso wie die Röntgenkristallo-
graphie auf dem Einsatz von Röntgenstrahlen, aber im Gegensatz zur Diffrakti-
on können hier Moleküle in Lösung analysiert werden192. Als Röntgen-
Kleinwinkelstreuung bezeichnet man die elastische Streuung (kein Energiever-
lust nach Beugung) monochromatischer Röntgenstrahlung unter kleinen Streu-
winkeln193. Bei der Durchdringung von Materie mit Röntgenstrahlen werden die 
Elektronen durch die einfallende Welle in Schwingungen versetzt und senden 
Sekundärwellen aus. Wird eine Probe mit kolloidalen Strukturen von Röntgen-
licht durchstrahlt und sind die Abmessungen dieser kolloidalen Strukturen sehr 
viel größer als die Wellenlänge der Röntgenstrahlung, dann tritt Interferenz die-
ser Sekundärwellen bei kleinen Winkeln auf (Röntgen-Kleinwinkelstreuung). Da 
die Röntgenstrahlung von den Elektronen gestreut wird, tritt Kleinwinkelstreu-
ung immer dann auf, wenn sich Bereiche von kolloidalen Abmessungen in ihrer 
Elektronendichte unterschieden, z.B. bei Makromolekülen in Lösung.  
Der Aufbau eines SAXS Experiments ist vergleichsweise einfach: Eine homo-
gene, kolloidale Proteinlösung wird monochromatischer Röntgenstrahlung aus-
gesetzt und die Intensität der gebeugten Röntgenstrahlen wird detektiert. Das 
Beugungsmuster des Solvens wird ebenfalls aufgenommen und von der Mes-
sung der Protein-Solvens-Lösung subtrahiert, sodass nur das Signal des Pro-
teins analysiert werden kann. Aus dem Beugungsmuster können dann Informa-
tionen über das Molekulargewicht, Größe, Partikelvolumen (Vp), maximale Par-
tiekldimensionen (Dmax), sowie dem Gyrationsradius (Rg) ermittelt werden. Der 
Auflösungsbereich dieser Methode liegt bei etwa 50 bis 10 Å194. Aus der erhal-
tenen Streukurve können hauptsächlich drei Plots ermittelst werden, die unter-
schiedliche Informationen liefern: Die pair-distribution function, der Guinier Plot 
und der Kratky Plot195. Die Streukurve besteht aus einem Plot von I(q) gegen q, 
wobei I die Intensität des Beugungsmusters darstellt und q die Amplitude des 
Streuvektors bzw. Impulsübertragung: 
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𝑞𝑞 =  (4𝜋𝜋𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝜃𝜃)
𝜆𝜆
 
Dabei ist 2θ der Beugungswinkel und λ die Wellenlänge des Röntgenstrahls in 
nm-1 oder Å-1. Dieser Plot kann zwar erste Informationen zur Datenqualität lie-
fern, dennoch stellt der Guinier Plot die erste Qualitätskontrolle dar. Bei einem 
Guinier Plot wird der natürliche Logarithmus der Streuintensität, I(q), gegen die 
Amplitude des Streuvektors in Quadrat, q2, aufgetragen. Daraus kann dann der 
Gyrationsradius oder Trägheitsradius (Rg) berechnet werden. Der Rg beschreibt 
die Volumenverteilung in einer Probe und kann Informationen über die Partikel-
größe liefern. Desweiteren können Informationen über Aggregation gewonnen 
werden.  
Die pair-distribution function kann direkt durch eine Fourier Transformation von 
der Streukurve erhalten werden: 
𝑅𝑅(𝑞𝑞) 𝑣𝑣𝑙𝑙 𝑔𝑔 𝐹𝐹𝑜𝑜𝐹𝐹𝑅𝑅𝑍𝑍𝑅𝑅𝑅𝑅 𝑇𝑇𝑅𝑅𝑚𝑚𝑅𝑅𝐴𝐴𝑅𝑅𝑜𝑜𝑅𝑅𝑚𝑚𝑚𝑚𝑇𝑇𝑍𝑍𝑜𝑜𝑅𝑅�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  𝑃𝑃(𝑉𝑉)𝑣𝑣𝑙𝑙 𝑉𝑉 
Die pair-distribution function, P(r), liefert Informationen über die Partikelabstän-
de in der Probe. Über die P(r) können die Form des Proteins (3D Modelle) und 
der maximale Partikelabstand, Dmax, bestimmt werden. Dmax ist der Punkt, wo 
P(r) = 0, wenn r > 0.  
Über die Flexibilität des Proteins gibt der Kratky Plot (I(q)*q2 gegen q) Auskunft. 
Bei kleinen Winkeln ergibt sich für globuläre Proteine eine glockenartige Kurve 
mit einem gut definierten Maximum192.  
Die SAXS Datensätze wurden an der Bio-SAXS Beamline BM29 am ESRF in 
Grenoble (Frankreich) aufgenommen196, 197. Die Wellenlänge betrug λ=1,0 Å 
und der Detektorabstand 2,43 m, woraus sich Streuvektoren, q, von 0,0025 Å-1 
bis 0,50 Å-1 ergaben. Alle Experimente wurden bei 4 °C durchgeführt und die 
Daten wurden mit dem ATSAS 2.6.0 Software Paket prozessiert198. Die Mes-
sungen wurden in 20 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl und 20 mM Acetat pH 
5,5, 300 mM NaCl durchgeführt. Die ab initio Modelle der Proteinhüllen wurden 
mittels Dammif199 generiert. Für die monomeren Spezies wurde P1 als Symmet-
rie verwendet und für dimere Spezies P2.  
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4 Ergebnisse 
Die in dieser Arbeit untersuchten Gene bzw. Proteine stammen alle aus der 
Familie der Saccharomycetaceae und zeigen übereinstimmend einen Aufbau 
aus drei Domänen. Der Fokus lag dabei auf den N-terminalen A-Domänen, die 
auf ihre adhäsiven Eigenschaften untersucht werden sollten. Es wurden zwei 
Flo11A Domänen aus Saccharomyces cerevisiae (Sc) und drei Flo11A Domä-
nen aus Komagataella pastoris (Kp) charakterisiert. Bis auf KpFlo11 besitzen 
alle fünf untersuchten Proteine jeweils eine A-Domäne. KpFlo11 hingegen be-
sitzt zwei Flo11A Domänen, von denen die erste analysiert wurde. Die FLO5-
artigen Gene KpFLO1 und KpFLO2 wurden hinsichtlich ihrer Expression in K. 
pastoris untersucht. Alle sieben Proteine sind über einen C-terminalen GPI-Rest 
nach Transglykosylierung in der Zellwand verankert. Für KpFlo11 wurde es 
zwar nicht in der Datenbank annotiert, aber experimentell nachgewiesen200.  
Tabelle 28 Beschreibung und Zugangsinformationen zu den in dieser Arbeit untersuchten Hefepro-
teinen. Stammbeschreibungen und Zugangscodes stammen von UniProt201.  
Protein Domäne Organismus UniProt ID 
Flo11A Flo11 S. cerevisiae S288C P08640 NP_012284.3 
ΣFlo11A Flo11 S. cerevisiae Σ1278b E9P9G2 ABS87372 
KpFlo11A1 Flo11 K. pastoris GS115 C4R2D7 XP_002491941 
KpFlo11-2A Flo11 K. pastoris GS115 C4QZC5 XP_002490879 
KpFlo11-3A Flo11 K. pastoris DSMZ 70382 - CABH01000019.1 
KpFlo1 Flo5 K. pastoris GS115 C4R3A8 XP_002492223 
KpFlo2 Flo5 K. pastoris GS115 C4QYW7 XP_002490721.1 
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Tabelle 29 Physikochemische Parameter der untersuchten A-Domänen. MW (Molekulargewicht), 
Theoretischer pI (Theoret. pI) und Extinktionskoeffizient (ε) stammen von ExPASy Protparam202  
Protein-His6  Aminosäuren MW/Da  Theoret. pI ε280/M-1cm-1  
Flo11A F22 - S211 23731,0 5,23 55265 
ΣFlo11A F22 - P226 25588,0 4,39 58370 
KpFlo11A1 S23 - T189 21989,4 5,51 59400 
KpFlo11-2A E20 - V189 21467,6 5,90 49765 
KpFlo11-3A E20 - V189  21572,7 5,84 49765 
 
In Tabelle 28 und Tabelle 29 sind die untersuchten Domänen und ihre physiko-
chemischen Parameter zusammengefasst. Repräsentative Domänenorganisa-
tionen aus A-, B- und C-Domäne sind in Abbildung 13 dargestellt. Die allgemei-
ne Domänenstruktur von KpFlo11-2 entspricht der von Flo11A, ΣFlo11A und 
KpFlo11-3A. KpFlo11-1 besitzt zwei Flo11 Domänen, welche von einer B Regi-
on unterbrochen werden. Die Domänenarchitektur von KpFlo1 entspricht der 
von KpFlo2.  
 
Abbildung 13 Domänenarchitektur einiger Flo11-artiger und PA14-artiger Proteine. Die A-Domäne 
ist in grün bzw. grau dargestellt, die repeat-reiche Serin-und Threoninreiche B-Domäne in hell-
braun und die C-Domäne in rot. Die in grün dargestellte Oberflächenansicht der A-Domäne von 
Flo11 entspricht der Kristallstruktur von ScFlo11A (PDB code 4UYT), während die in grau darge-
stellte A-Domäne als Vertreter der Flo5-Familie der Epa1A Struktur entspricht (PDB code 4AF9). 
As= Aminosäurereste.  
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4.1 Phylogenetische Einordnung der Flo11 Domäne 
Die Flo11 Domäne aus S. cerevisiae S288C hat mit anderen Flokkulinen wie 
z.B. Flo5, Flo1 oder Flo9 nur wenig gemeinsam und weist auch nur eine gerin-
ge Sequenzidentität von ca. 20 % zu diesen auf (Abbildung 14).  
 
Abbildung 14 Sequenzidentitäten von A-Domänen innerhalb der Flokkulin Familie. Flo11A zeigt zu 
anderen Flokkulinen lediglich eine Sequenzidentität von ca. 22 %. Die Angaben beziehen sich auf 
die prozentuale Sequenzidentität und wurden mittels Clustal Omega berechnet203. 
Die N-terminale A-Domäne von Flo11 zeigt zudem keine Homologie zu der 
PA14/Flo5 Proteinfamilie, der die anderen Flokkuline angehören (Pfam Eintrag 
PF07691) und repräsentiert dagegen eine eigene Pfam Familie (PF10182) 
(Abbildung 15A). Diese beinhaltet zurzeit 112 Mitglieder (Stand: Februar 2016). 
Dabei werden Flo11A Domänen ausschließlich in der Abteilung der Schlauch-
pilze (Ascomycota) in den Ordnungen der Echten Hefen (Saccharomycetales) 
und der Spalthefen (Schizosaccharomycetales) gefunden. Zu den Echten Hefen 
gehören z.B. die Zuckerhefen (Saccharomyces) mit der Bäckerhefe (Sac-
charomyces cerevisiae) als bekanntestem Vertreter. Die Spalthefen vermehren 
sich nicht durch Sprossung, sondern durch Ausbildung einer Querwand. Flo11A 
Domänen konnten in zwei Spezies der Spalthefen gefunden werden: Schi-
zosaccharomyces pombe und Schizosaccharomyces cryophilus.  
Im Großteil dieser Mitglieder der Flo11 Familie wird die Flo11 Domäne am N-
Terminus eines GPI-verankerten Zellwandproteins gefunden. Einige Hefen wie 
z.B. Clavispora lusitaniae oder Spathaspora passalidarum haben bis zu drei 
aufeinanderfolgende Flo11A Domänen (Abbildung 15B). Diese sind durch kurze 
low complexity Regionen voneinander getrennt.     
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Abbildung 15 Phylogenetische Analyse der Flo11 Familie. (A) Phylogenetische Darstellung der 
Flo11 Familie. Die Flo11A Domäne kommt ausschließlich in der Abteilung der Ascomycota in den 
Ordnungen der Saccharomycetales und Schizosaccharomycetales vor.  Die Grafik wurde mittels 
Pfam Version 27.0 erstellt204. (B) Verschiedene Architekturen pilzlicher Zellwandproteine, die eine 
Flo11 Domäne beinhalten. Die repeat-reichen B Regionen sind als kleine Kugeln dargestellt. Für 
Flo11 aus S. cerevisiae wurde gezeigt, dass die C Region eine GPI-Verankerungssequenz darstellt.  
4.2 Die Flo11A Domäne aus Saccharomyces cerevisiae S288C 
Zu Beginn dieser Arbeit lag das Gen für die FLO11A Domäne aus Saccharo-
myces cerevisiae S288C bereits kloniert mit Codierung für einen N-terminalen 
His6-Tag in dem Expressionsvektor pET28a vor. Diese Arbeiten wurden von Dr. 
Maik Veelders durchgeführt205.  
4.2.1 Produktion und Aufreinigung von ScFlo11A 
Die Produktion der Flo11A Domäne erfolgte in E. coli SHuffle® T7 Express Zel-
len. Diese sind in der Lage, durch konstitutive Expression der Disulfidbrü-
ckenisomerase DsbC, Proteine mit Disulfidbrücken im Cytoplasma zu produzie-
ren. Dazu wurde eine Hauptkultur im Verhältnis 1:100 mit einer ÜNK inokuliert, 
die Zellen schüttelnd bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,15 bis 0,2 angezogen 
und anschließend die Temperatur auf 12 °C erniedrigt. Die Expression wurde 
bei einer OD600 0,6 bis 0,8 mit 0,04 mM IPTG induziert und die Zellen nach 72 h 
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geerntet. Der Zellaufschluss erfolgte mittels French-Press und der Überstand 
wurde nach erfolgter Zentrifugation auf eine Ni-NTA-
Affinitätschromatographiesäule aufgetragen. Dabei erfolgte die Elution von 
Flo11A-His6 mittels Imidazol in einem Stufengradient bei 100 mM, während un-
spezifisch gebundene Proteine mit einer Imidazol-Konzentration von 25 mM 
weggewaschen wurden (Abbildung 16A). Die so erhaltenen Fraktionen wurden 
gesammelt, ankonzentriert und auf eine präparative  Größenausschlusssäule 
aufgetragen (Abbildung 16B).  
 
Abbildung 16 Ni-NTA und Größenausschlusschromatographie von Flo11A aus Saccharomyces 
cerevisiae. (A) Die Ni-NTA Chromatographie erfolgte mit einem Stufengradienten und die Elution 
von Flo11A erfolgte bei einer Imidazolkonzentration von 100 mM. (B) Die Größenausschlusschro-
matographie wurde mit einer 16/60 Superdex 200 durchgeführt. Dabei erfolgte die Elution von mo-
nodispersem Flo11A bei einem Elutionsvolumen von ca. 90 mL, während eine sehr kleine Schulter 
bei ca. 80 mL der dimeren Spezies von Flo11A zugeordnet werden konnte. Das Inlay zeigt die Ka-
librierung der Säule.  
 
Die Elution mittels Gelfiltration erfolgte mit Laufpuffern 
bei pH 5,2 und 8. Dabei zeigte sich pH-unabhängig eine 
kleine Schulter, die bei ca. 80 mL eluierte und der dime-
ren Spezies von Flo11 zugerechnet werden konnte. Der 
Hauptanteil eluierte jedoch als Monomer bei einem Elu-
tionsvolumen von ca. 90 mL. Dieses wurde anschlie-
ßend per SDS-PAGE analysiert (Abbildung 17). Die 
Ausbeute an Protein lag dabei bei ca. 10 bis 14 mg/mL 
Kultur.  Abbildung 17 SDS-PAGE 
von Flo11A nach Gelfiltra-
tion (SEC, Pfeil). 
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Flo11A wurde mit N-terminalem His6-Tag produziert. Dieser Tag besteht aus 
sechs aufeinander folgenden Histidinen und ermöglicht die Aufreinigung über 
Ni-NTA. Für die Kristallisation könnte sich dieser Tag allerdings negativ auswir-
ken, da eventuell Kristallkontakte verhindert werden könnten. Flo11A-His6 be-
sitzt zwei Erkennungsschnittstellen für Thrombin. Die erste stammt von dem 
verwendeten Expressionsvektor pET28a, die zweite kommt nativ in der Se-
quenz von Flo11A vor (Abbildung 18).   
 
Abbildung 18 Thrombin-Erkennungsstellen von Flo11A-His6 aus Saccharomyces cerevisiae S288C. 
Die erste Schnittstelle kommt durch Klonierung in den Expressionsvektor pET28a zustande, die 
zweite kommt natürlich in der Sequenz von Flo11A vor.  Der His6-tag ist in grau dargestellt und die 
Linkerregion des Vektors in hellbraun. AS = Aminosäuren.  
Daher wurde das Protein nach Aufreinigung durch Ni-NTA einem Verdau mittels 
Thrombin unterzogen. Es wurden 10 Units Thrombin pro mg Flo11A eingesetzt 
und über Nacht bei 4 °C verdaut. Der Verdau wurde dann auf eine Ni-NTA Säu-
le aufgetragen und der Durchfluss gesammelt, sodass das His-Tag auf der Säu-
le verblieb und das geschnittene Flo11A nicht an die Säule binden konnte. Die 
erhaltenen Fraktionen wurden mittels Massenspektrometrie und SDS-PAGE auf 
korrekte proteolytische Prozessierung überprüft (Abbildung 19). Anschließend 
wurden die Fraktionen gesammelt und eine Gelfiltration durchgeführt.  
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Abbildung 19 Analyse der proteolytischen Prozessierung von Flo11A durch Thrombin. Die Voll-
massenbestimmung zeigt, dass sauberes, vollständig prozessiertes Flo11A erhalten wurde. Die 
Fraktionen wurden auch per SDS-PAGE analysiert, wo ein deutlicher Größenunterschied zwischen 
Thrombin-verdautem Flo11 und nichtbehandeltem Flo11 besteht (Thr = Thombin). Durchgeführt 
über ICR-MS, Service-Abteilung Massenspektrometrie, Universität Marburg, FB Chemie.  
4.2.2 Kristallisation von Flo11A-His6 und Flo11A  
Die ersten Kristallisationsversuche von Flo11A-His6 wurden von Dr. Maik Veel-
ders durchgeführt205. Dabei zeigte das Protein in Tris-Puffer (pH 8) eine sehr 
hohe Löslichkeit von mehr als 100 mg/mL, sodass die meisten Tropfen in den 
verwendeten Kristallisationsscreens klar blieben. Daher wurde während der 
Gelfiltration Flo11A-His6 in 100 mM Phosphatpuffer pH 5,2 eluiert, was dem 
isoelektrischen Punkt von Flo11A-His6 entspricht. So sollte die Löslichkeit her-
abgesetzt und die Kristallisation begünstigt werden. Durch diese Methode konn-
te ein erster Kristall in der Bedingung Nr. 43 des MBC II Screens (Tabelle 30) 
von Flo11A-His6 erhalten werden, welcher jedoch nur durch seeding reprodu-
ziert werden konnte.  
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In dieser Arbeit sollte nun versucht werden, die Kristallisation von Flo11A ohne 
His-Tag zu reproduzieren. Dabei zeigte sich schnell, dass eine Reproduktion in 
Phosphatpuffer ausschließlich zu Salzkristallen führte. Daher wurde für die Elu-
tion in der Größenausschlusschromatographie ein Essigsäure-Acetatpuffer ge-
wählt (20 mM, pH 4,17), da Flo11A ohne His-Tag einen isoelektrischen Punkt 
von 4,17 hat. Die Konzentration von Flo11A lag dabei zwischen 45 – 60 mg/mL.  
Damit wurde einerseits sowohl ein erneutes Screening (AmSO4, Anions, Clas-
sics, Classics Lite, Cryos, JCSG+, JCSG Core I, JCSG Core II, JCSG Core III, 
JCSG Core IV, MBC I, MBC II, PACT),  als auch die Reproduktion in der be-
kannten Kristallisationslösung vom MBC II Screen Nr. 43 versucht (Abbildung 
20, Tabelle 30).  
 
Abbildung 20 Kristallisation von Flo11A ohne His-Tag. (A) Reproduktion in der Bedingung MBC II 
Nr. 43 durch Microseeding mit Flo11A-His6-Kristallen. (B) Nadel- bzw. Keimbildung in MBC II Nr. 69. 
(C) Transparente Cluster in MBC II Nr. 14. (D) Spontane Bildung eines einzigen Flo11A-Kristalls auf 
der Grundlage einer Optimierung, basierend auf den Bedingungen von (B) und (C) nach 14 Tagen.  
Tabelle 30 Zusammensetzung der Kristallisationsbedingungen für die Kristallisation von Flo11A.  
Screen MBC II Nr. 43 MBC II Nr. 69 MBC II Nr. 14 Optimierung 
Bild A B C D 
Salz 0,1 M MgCl2 0,1 M Li2SO4 1,5 M Li2SO4 1 M Li2SO4 
Puffer 0,1 M HEPES; 
pH 7,5 
0,1 M Na3Citrat, 
pH 5,6 
0,1 M Tris, pH 
8,5 
0,1 M Na3Citrat, 
pH 6,0 
Präzipitanz 30 % PEG 400 12 % PEG 4000 - 4 % PEG 4000 
Methode Hanging Drop Sitting Drop Sitting Drop Sitting Drop 
Volumen 2 µL 600 nL 600 nL 600 nL 
Temperatur 4 °C 4 °C 4 °C 4 °C 
Zusätze Microseeding  Nanopartikel - - 
Cryo +35 % PEG 400   +25 % Glycerin 
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In Tabelle 30 sind die verwendeten Puffer der Kristallisationslösungen aufgelis-
tet. Da das Protein in einem Acetat/Essigsäurepuffer vorlag, ergab sich ein ef-
fektiver pH-Wert von 5,8 – 6,1 für die Bedingungen.   
Eine spontane Kristallisation von Flo11A wurde zwar in den Bedingungen 
MBC II Nr. 43 und der Optimierung (Tabelle 30) erreicht, eine Reproduktion war 
aber nur durch Microseeding möglich. Dabei wurde entweder eine seeding-
Lösung aus vorhandenen Flo11A-Kristallen hergestellt und Kristallnuklei daraus 
mithilfe eines Katzenschnurrhaares in eine frische Kristallisationslösung über-
tragen oder ein vorhandener Flo11A-Kristall wurde mit einem Katzenschnurr-
haar direkt berührt und so Kristallnuklei in eine Kristallisationslösung übertragen 
(Abbildung 20).  
Kristalle, die aus den Bedingung MBC II Nr. 43 und der Optimierung erhalten 
wurden, wurden in den jeweiligen Cryobedingungen in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und die Datensammlung am BESSY-II-Synchrotron durchge-
führt.  
Initiale Phasen von Flo11-His6 wurden von Dr. Maik Veelders durch eine Sele-
nomethioninsubstitution und anschließende Phasierung durch Multi-wavelength 
Anomalous Diffraction (MAD) erhalten. Das Modell dieser Struktur (Rfactor: 
12,7 / Rfree: 13,4) wurde in dieser Arbeit als Templat für die Strukturlösung 
durch Molekularen Ersatz (MR, Molecular Replacement) verwendet. Die In-
tegration und Datenreduktion erfolgte mit XDS sowie XSCALE. Das Phasen-
problem wurde mit Phaser-MR aus dem Phenix-Paket gelöst. Die Modellbildung 
wurde mit AutoBuild realisiert. Verfeinerungen wurden durch manuelle Inspekti-
on mittels Coot und den Verfeinerungsprogrammen phenix.refine bzw. REF-
MAC5 aus dem CCP4-Packet durchgeführt. Details zur Durchführung finden 
sich im Abschnitt 3.4 des Methoden-Teils. Die Statistiken zur Datensammlung 
und Verfeinerung sind in Tabelle 31 zusammengefasst. Für alle Strukturen wur-
den sehr hohe Auflösungen zwischen 0,89 und 1,05 Å erzielt. Flo11A-His6 
konnte lediglich in einer Kristallform (P212121) kristallisiert werden, während für 
Flo11A zwei Kristallformen gefunden werden konnten (P212121 und P21212).   
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Tabelle 31 Statistiken zur Datensammlung, Prozessierung und Verfeinerung von Flo11A Kristallen. 
R.m.s.d. (root-mean-square deviation) von den idealen Bindungslängen und -winkeln.  
Datensammlung & 
Prozessierung 
S288CFlo11A-
His6  
Kristallform I 
PDB ID code: 
4UYR 
S288CFlo11A 
 
Kristallform I 
PDB ID code: 
4UYT 
S288CFlo11A  
 
Kristallform II 
PDB ID code: 
4UYS 
X-ray Quelle ID29, ESRF, 
Grenoble, France 
MX-14-1, BESSY 
II, Berlin, Germany 
MX-14-1, BESSY 
II, Berlin, Germany 
Detektor Pilatus 6M Pilatus 6M Pilatus 6M 
Wellenlänge (Å) 0,70847 0,91841 0,79991 
Raumgruppe P212121 P212121 P21212 
Zellmaße (a,b,c Å) 30,45, 54,83, 
121,9 
30,37, 54,74,     
121,4 
33,93, 52,68,     
101,7 
Auflösung (Å) 40,8 – 0,89       
(0,94 – 0,89) 
40,5-1,03           
(1,09-1,03) 
28,5-1,05          
(1,11-1,05) 
Gesamtreflektionen 789616 375185 494264 
Multiplizität 5,1 (4,9) 3,8 (2,6) 5,8 (5,3) 
Einzigartige Reflexe 156350 98507 85769 
Rmerge (%) 5,9 (77,9) 3,4 (38,0) 6,0 (62,1) 
Vollständigkeit (%) 99,7 (99,6) 98,5 (93,6) 100,0 (99,9) 
I/σ(I) 13,1 (2,0) 18,7 (2,6) 11,4 (2,5) 
Mosaizität (°) 0,115 0,144 0,221 
Wilson B-Factor (Å2) 8,005 7,9 8,4 
    
Verfeinerung    
Auflösung (Å) 40,8 – 0,89 40,5-1,03 28,5-1,05 
Rfactor, Rfree (%) 12,7, 13,4 12,9, 14,4 14,7, 17,0 
Reflektionen (working, 
test set) 
151392, 10997 97267, 6434 84603, 6166 
Vollständigkeit (%) 99,3 98,3 99,9 
r.m.s.d. :     
Bindungslängen (Å) 0,011 0,011 0,011 
Bindungswinkel (°) 1,760 1,451 1,593 
Anzahl Atome  1851 1795 1760 
Mittlerer B Wert (Å2) 15,7 14,8 12,7 
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4.2.3 Die Struktur von Flo11A-His6 und Flo11A 
Die Kristallstruktur von ScFlo11A mit und ohne His6-Tag ist in Abbildung 21 
dargestellt. Sie zeigt eine globuläre, keilförmige Domäne mit einem komplexen 
Faltungsmotiv, das sich aus drei antiparallelen β-Faltblättern zusammensetzt 
(Abbildung 21). 
 
Abbildung 21 Struktur der Flo11A Domäne aus Saccharomyces cerevisiae. (A) Kristallstruktur von 
Flo11A-His6. Die Fibronektin-Typ III Domäne (FN3) ist in grün dargestellt, die Neck subdomain in 
orange, die Apical region in Gelb und der His6-Tag in grau. Die atomare Auflösung von 0.89 Å ist 
exemplarisch an dem Rest W144 gezeigt mit der korrespondierenden 2Fobs-Fcalc Elektronendichte 
(Konturierung bei 1σ) (PDB code: 4UYR). (B) Kristallstruktur von Flo11A. Die Beschriftungen sind 
analog zu (A) (PDB code: 4UYS).  
Das β-Faltblatt I besteht aus den β-Strängen 2, 3 und 6; β-Faltblatt II aus den β-
Strängen 4, 5, 9 und 10 und β-Faltblatt III aus den β-Strängen 1, 7, 8 und 11. 
Eine kurze α-Helix befindet sich zwischen β-Faltblatt I und III, während eine 310-
Helix auf der gegenüberliegenden Seite der Termini β9 mit β10 von β-Faltblatt II 
verbindet. Die Faltblätter I und II bilden ein β-Sandwich als Kerndomäne, wäh-
rend das β-Faltblatt III eine einzigartige Neck-like Subdomäne bildet. Diese bil-
det den Übergang zur B-Domäne. Hier werden zudem die beiden Termini durch 
zwei Disulfidbrücken stabilisiert, C37-C201 und C141-C205. Eine dritte Disul-
fidbrücke, C44-C179, fixiert die Verbindung zwischen der Neck-like Subdomäne 
und der Kernstruktur von ScFlo11A.   
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Die Kernstruktur der Flo11A Domäne, bestehend aus den Faltblättern I und II, 
zeigt ein β-Sandwich-Faltungsmotiv, welches kennzeichnend für die Flo11 Fa-
milie ist (Abbildung 22).  
 
Abbildung 22 Topologie der Kernstruktur von Flo11A. (A) Kristallstruktur von Flo11A mit hervorge-
hobenem β-Sandwich. (B) Topologie von Flo11A. Die Nummerierung der Sekundärstrukturelemen-
te wurde vom N- zum C-Terminus vorgenommen.  
Um diese Kernstruktur näher zu charakterisieren, wurden das Archiv der PDB- 
bzw. SCOP-Datenbank nach strukturellen/topologischen Ähnlichkeiten mit Hilfe 
des Servers PBDeFold durchsucht. Dies führte zunächst zu keinem eindeutigen 
Ergebnis, wobei die größte Übereinstimmung zu der Immunoglobulin-
Superfamilie (lg) gezeigt wurde. Die lg-Superfamilie kann weiter unterteilt wer-
den in einen s-, h-, c- und v-Subtyp. Durch einen Vergleich mit diesen Subtypen 
zeigte sich, dass das β-Sandwich von Flo11A die Topologie des s-Subtyps auf-
weist. Diese Topologie des s-Subtyps entspricht der Klasse von Fibronektin Typ 
III Domänen (FN3) (Abbildung 23). Diese besteht aus einem siebensträngigen 
β-Sandwich, der sich aus einem 3-strängigen und einem 4-strängigem β-
Faltblatt zusammensetzt und die Verknüpfung der FN3/Flo11A-Topologie auf-
weist (Abbildung 23A, C). Die FN3 Domäne bildet eine große Familie innerhalb 
der Immunoglobulin (lg) Superfamilie, welche Adhäsine, Zelloberflächenhormo-
ne und Cytokinrezeptoren, Chaperone und Kohlenhydrat-Bindedomänen bein-
haltet206. Die FN3 Domäne unterscheidet sich von anderen lg Domänen durch 
den vierten β-Strang, C‘, welcher Teil des zweiten, aber nicht des ersten β-
Faltblatts ist (Abbildung 23C).  
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Abbildung 23 Flo11A im Vergleich mit der FN3 Domäne. (A) Topologie der Kernstruktur der Flo11A 
Domäne. (B) Strukturelles Alignment der β-Sandwich-Domäne von Flo11A (grün) und der FN3 Do-
mäne von Tenascin (braun) (PDB code: 1TEN). (C) Weitere FN3 Domänen im Vergleich mit einer lg 
Domäne eines Antikörpers, welche eine lg Typ C Topologie aufweist.   
4.2.4 Eigenschaften der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C 
Die ScFlo11A Domäne unterscheidet sich auf den ersten Blick von anderen 
A-Domänen der Glykan-bindenden Flokkuline, wie z.B. ScFlo5A, durch das 
Fehlen einer konkavförmigen Bindetasche für kleinere Liganden. Stattdessen 
zeigt die Kristallstruktur einen hohen Grad an Solvenz-exponierten aromati-
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schen Resten, nämlich sechs von insgesamt sieben Tryptophanen und 8 von 
insgesamt 11 Tyrosinen in der Struktur (Abbildung 24).   
 
Abbildung 24 Kristallstruktur von ScFlo11A mit solvens-exponierten aromatischen Resten. (A) Die 
aromatischen Reste sind in zwei Bändern (Aromatic bands) angeordnet. Y61 und W197 sind in grau 
dargestellt, da sie weniger exponiert sind.  
Diese aromatischen Reste sind in zwei Bändern (Aromatic band I and II) jeweils 
am oberen und unteren Ende der Domäne angeordnet. Das kleinere Aromatic 
band I befindet sich nahe der Termini und der Neck subdomain, während sich 
band I auf der gegenüberliegenden Seite befindet und einen Großteil der Apical 
region ausmacht. In der Kristallpackung zeigt sich, dass Aromatic band I jeweils 
mit Aromatic band I einer Symmetrieverwandten Domäne interagiert (Abbildung 
25). Für die Kristallstruktur ohne His6-Tag konnte zusätzlich zu der Kristallform 
1 eine zweite Kristallform gefunden werden (Kristallform 2) (Abbildung 25). 
Auch dort beruhen die Kristallkontakte auf den aromatischen Resten.  
Ergebnisse 
99 
 
 
Abbildung 25 Rekonstruktion der ScFlo11A Interaktionen der Kristallpackungen aus zwei ver-
schiedenen Kristallformen. Die hervorgehobenen geclusterten aromatischen Reste von Band I 
interagieren über hydrophobe Wechselwirkungen miteinander. Die Pfeile zeigen die Orientierung 
von der Neck domain zur hydrophoben Apical region. ScFlo11A-His6 und ScFlo11A konnten in der 
Raumgruppe P212121 kristallisiert werden, während die Raumgruppe P21212 nur für ScFlo11A erhal-
ten werden konnte.  
Trotz unterschiedlicher Kristallpackungen zeigt die ScFlo11A Domäne ein kon-
serviertes Clustern der aromatischen Bänder, wenn auch mit unterschiedlichen 
relativen Anordnungen der Bänder I und II.  
Die Bänder der aromatischen Reste sind umgeben von sauren Resten, haupt-
sächlich Glutamat und Aspartat. Dies erklärt auch den relativ sauren pI der 
ScFlo11A Domäne von 4,17. Diese Verteilung der sauren Reste ist in Abbildung 
26 dargestellt. Die elektrostatische Oberflächenverteilung zeigt die sauren Cha-
rakteristika der Oberfläche der Flo11A Domäne.  
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Abbildung 26 Oberflächeneigenschaften der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C. (A) Kristall-
struktur der ScFlo11A Domäne mit aromatischen Resten (Trp und Tyr) als Sticks und sauren Res-
ten (Glu und Asp) als Spheres. (B) Analyse des elektrostatischen Oberflächenpotentials zeigt die 
sauren Charakteristika der  Oberfläche von ScFlo11A. Die Analyse wurde mit APBS durchge-
führt191.  
Das auffällige Clustern der aromatischen Reste zusammen mit den sauren Res-
ten führte zu der Frage, ob diese Reste innerhalb der Flo11A Familie konser-
viert vorliegen. Dazu wurde ein multiples Sequenzalignment (MSA) durchge-
führt. Um die funktionelle Rolle der aromatischen und sauren Reste zu charak-
terisieren, wurden Sequenzen gewählt, deren paarweise Sequenzidentität unter 
50 % liegt. Das MSA ist in Abbildung 27 dargestellt und zeigt, dass die Reste, 
welche die aromatischen/sauren Bänder formen, konserviert sind, was auf eine 
funktionelle Rolle innerhalb der Flo11A Domäne spricht. Desweiteren sind die in 
der Neck subdomain und in der Apical region lokalisierten Disulfidbrücken-
bildenden Cysteine weitgehend konserviert.  
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Abbildung 27 Multiples Sequenzalignment (MSA) von Mitgliedern der Flo11A Proteinfamilie. Die 
Sequenzen stammen aus einer blastp Suche mit der Sequenz der ScFlo11A als Eingabesequenz 
gegen das Taxon der Askomykota (Taxid: 4890). Die Sequenzen wurden mittels Clustal Omega207 
aligniert. Die Sequenzidentitäten sind in Prozent hinter den Gattungsnamen angegeben. Die Se-
kundärstrukturelemente sind der Kristallstruktur von ScFlo11A entnommen. Die Sequenzen stam-
men von UniProt (von oben nach unten): NP_012284.3; CDH12265.1; XP_002491941.1; CCK71310.1; 
XP_003680146.1; XP_002551486.1; XP_003676437.1; XP_453068.1; AGO12335.1; XP_003645269.1; 
EDK40758.2; XP_457064.2; XP_004194602.1; EIF49527.1; EPY53046.1; und XP_002614456. Die rele-
vanten aromatischen und sauren Reste sind hervorgehoben, während die an Disulfidbrücken betei-
ligten Cysteine durch gestrichelte Linien miteinander verbunden sind. Ein alternatives Disulfidbrü-
ckenmuster tritt bei einer Subfamilie der Flo11A Domänen auf und ist als gepunktete Linie darge-
stellt. Die römischen Ziffern verweisen auf die Aromatischen Bänder I und II. Der grau hinterlegte 
Kasten zeigt die Neck subdomain, während der gelbe Kasten die Apical region zeigt.  
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4.2.5 CD-Spektroskopie von Flo11A aus S. cerevisiae S288C 
Um die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C näher zu charakterisieren, 
wurde das aufgereinigte Protein mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die Fern-
UV CD-Spektren zeigen, dass die Struktur hauptsächlich aus β-
Strukturelementen aufgebaut ist und diese unabhängig vom verwendeten pH-
Wert sind (Abbildung 28A). Der hohe Anteil an β-Strukturelementen wurde auch 
durch die Kristallstruktur bestätigt. Die Schmelzpunktanalyse zeigt jedoch, dass 
ScFlo11A  zwischen pH 5 und 6 den höchsten Schmelzpunkt mit knapp 76 °C 
aufweist (Abbildung 28C). Dies ist insofern interessant, da der isoelektrische 
Punkt ebenfalls bei 5,2 liegt. Fernab des pI, bei pH 7 und 8, ist der Schmelz-
punkt mit 69 bzw. 65 °C signifikant niedriger. Die Anwesenheit von drei Disul-
fidbrücken dürfte ebenfalls die Stabilität und damit den Schmelzpunkt erhöhen. 
Eine Rückfaltung nach Hitzedenaturierung konnte nicht beobachtet werden 
(Abbildung 28D). Dabei zeigte sich, dass das Protein bei pH 5 und 6 präzipitiert, 
während es bei pH 7 und 8 in Lösung verbleibt (Abbildung 28F). Das Fern UV 
CD-Spektrum nach Denaturierung zeigt, dass eventuell andere Sekundärstruk-
turelemente ausgebildet werden können. Ein solcher Intermediatzustand zwi-
schen der  nativen und ungefalteten Struktur wird auch als molten globule state 
bezeichnet. Dieses Phänomen wurde erstmalig von A. Wada and M. Ohgushi 
1983 beschrieben208. Diese Stadien von teilweise gefaltetem Protein werden oft 
unter mild-denaturierenden Bedingungen wie z.B. niedrigem pH-Wert oder ho-
her Temperatur angetroffen209. Dies trifft möglicherweise auch auf ScFlo11A zu.  
Das Nah-UV CD-Spektrum zeigt die typischen Absorptionsmuster der aromati-
schen Aminosäuren (Abbildung 28E). Die Minima zwischen 290 und 300 nm 
entsprechen dem Absorptionsmaximum von Tryptophan, während das Mini-
mum zwischen 280 und 290 der Aminosäure Tyrosin zugerechnet werden kann.  
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Abbildung 28 CD-Spektroskopie der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C. (A) Fern-UV CD-
Spektren bei verschiedenen pH-Werten. Der pH scheint keinen Einfluss auf die Sekundärstruktu-
relemente zu haben. Das Spektrum zeigt, dass die Flo11A Domäne hauptsächlich aus β-
Strukturelementen besteht. (B) Fern-UV CD-Spektrum von ScFlo11A nach Hitzedenaturierung. Die 
native Struktur wird nicht wieder erreicht. (C) Schmelzpunktanalyse (Tm, melting temperature) von 
ScFlo11A bei verschiedenen pH-Werten, aufgenommen bei λ = 215 nm. (D) Rückläufiger Tempera-
turscan nach Hitzedenaturierung. (E) Nah-UV CD-Spektrum von ScFlo11A bei verschiedenen pH-
Werten. Die λ-Profile verweisen auf die Existenz der aromatischen Aminosäuren Tryptophan und 
Tyrosin. (F) Abbildung von denaturiertem ScFlo11A nach Hitzedenaturierung bei verschiedenen 
pH-Werten. Die Präzipitierung bei pH 5 und 6 kommt wahrscheinlich durch den isoelektrischen 
Punkt der Flo11A Domäne von 5,2 zustande. Bei pH 7 und 8 ist die Lösung nach Denaturierung 
klar.  
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4.2.6 Kälte-induzierte Aggregation der Flo11A Domäne 
Die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C besitzt in Tris-Puffer (pH 8) eine 
sehr hohe Löslichkeit von über 80 mg/mL. Um die hohe Löslichkeit für die Kris-
tallisation zu reduzieren, wurde das Protein in Acetat/Essigsäure Puffer pH 5,5 
umgepuffert (pI ScFlo11A 5,23). In diesem Puffer zeigte sich bei Konzentratio-
nen von mehr als 20 mg/mL, dass das Protein auf Eis ein reversibles, gelartiges 
Aggregat bildet (Abbildung 29). Dieses Gel/Aggregat zeichnete sich durch eine 
deutlich höhere Viskosität als die Proteinlösung aus. Wurde das Gel/Aggregat 
wieder auf Raumtemperatur gebracht, ging das Protein in Lösung über. Dieser 
Vorgang konnte mehrfach wiederholt werden.  
 
Abbildung 29 Kälteaggregation von ScFlo11A in Essigsäure/Acetatpuffer pH 5,2 bei verschiedenen 
Temperaturen.  
Um diese kälteabhängige Verhalten näher zu charakterisieren, wurde versucht, 
den Umschlag zur Aggregation zu bestimmen. Dazu wurde die Proteinlösung 
von 20 mg/ml in 20 mM Essigsäure/Acetatpuffer mit Hilfe eines kühlbaren 
Spektrometers untersucht (Abbildung 30). Der Wendepunkt für die Gelbildung 
der ScFlo11A Lösung lag dabei bei etwa 5 °C, während die Rückbildung zur 
Proteinlösung bei 5,6 °C erfolgte. Da das Phänomen der Kälteaggregation noch 
nicht vollständig verstanden ist, wurde in einem zweiten Schritt versucht, diesen 
Prozess zu beeinflussen oder zu inhibieren. In der Kristallstruktur von Flo11A 
zeigte sich, dass Kristallkontakte in beiden Kristallformen hauptsächlich durch 
oberflächen-exponierte aromatische Reste (Tryptophan und Tyrosin) verursacht 
wurden. Daher wurde versucht, durch die Zugabe von Tryptophan den Prozess 
der Gel/Aggregat-Bildung zu inhibieren oder zu beeinflussen. Die ScFlo11A 
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Lösung wurde mit Tryptophan in Konzentrationen von 2 bis 8 mM versetzt, so-
dass ein Überschuss an Tryptophan gewährleistet wurde. Die 
Gel/Aggregatbildung konnte nicht inhibiert werden. Es zeigte sich jedoch eine 
leichte Verschiebung des Wendepunktes bei der Gel/Aggregatbildung bei Zu-
gabe von 4 bzw. 8 mM Tryptophan. Der Unterschied ist allerdings zu gering um 
einen Effekt von Tryptophan auf die Gel/Aggregatbildung bestätigen oder wider-
legen zu können.  
 
Abbildung 30 Wendepunktbestimmung der kälteabhängigen Aggregation von ScFlo11A. (A) 
ScFlo11A. (B) ScFlo11A versetzt mit 2 mM L-Tryptophan. (C) ScFlo11A versetzt mit 4 mM 
L-Tryptophan. (D) ScFlo11A versetzt mit 8 mM L-Tryptophan. Die Konzentration von ScFlo11A 
betrug 20 mg/mL in 20 mM Essigsäure/Acetat-Puffer. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge 
von 520 nm aufgenommen. Die Temperaturänderung erfolgte mit 0,5 °C/min von 15 bis 3 °C. Die 
Wendepunkte wurden durch einen sigmoidalen Fit ermittelt.  
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4.2.7 Homophile ScFlo11A-ScFlo11A Interaktionen 
Frühere Studien deuteten auf eine homophile Interaktion der  Flo11A Domäne 
hin210. Dies sollte in dieser Arbeit mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz-
Spektroskopie (SPR) überprüft und quantifiziert werden. ScFlo11A wurde als 
Ligand dazu kovalent über terminale Amine (N-Terminus und ε-Aminogruppen 
von Lysin) auf einem CM5 Chip immobilisiert. Die Analyt-Lösung bestand eben-
falls aus ScFlo11A und wurde in der Flusszelle über den immobilsierten Ligan-
den geschickt.  
Dabei fließt die Analytlösung sowohl über eine Referenzelle, wo kein Ligand 
immobilisiert wurde, als auch über die Flusszelle, wo ScFlo11A immobilisiert 
wurde. Diese Referenzzelle wird stets als Kontrolle von allen Messungen abge-
zogen, sodass nur eine Flo11A-Flo11A Interaktion berücksichtigt wird, nicht 
aber eine mögliche Interaktion mit der Dextranoberfläche des CM5 Chips. Eine 
Interaktion resultiert in der Veränderung der Brechungsindeces auf der Chip-
oberfläche, was in einer Änderung des Resonanzwinkels θ gemessen wird.  
Eine konzentrationsabhängige ScFlo11A-ScFlo11A Interaktion konnte so nach-
gewiesen werden (Abbildung 31). Diese Interaktion ist allerdings stark pH-
abhängig, wie sich aus einem Vergleich zwischen pH 5,5 und 6,8 ergibt. Nur bei 
einem pH von 5,5 lässt sich eine effiziente Flo11A-Flo11A Interaktion beobach-
ten, während bei einem pH von 6,8 bereits keine Interaktion mehr festgestellt 
werden kann. Ein hierbei detektiertes negatives Signal deutet darauf hin, dass 
die Flo11A Moleküle eine größere Interaktion mit der Referenzzelle zeigen als 
mit der Flo11A-immobilisierten Flusszelle. Für die Flo11A-Flo11A Interaktion bei 
pH 5,5 konnte eine Dissoziationskonstante (KD) von 19,5 ± 2,3 µM ermittelt 
werden.  
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Abbildung 31 ScFlo11A-ScFlo11A Interaktionen bei pH 5,5 und 6,8 mittels Oberflächenplasmonre-
sonanz (Biacore). Die Sensorgramme zeigen die Flo11A-Flo11A Interaktion mit Konzentrationen 
von 5 bis 100 µM ScFlo11A in Lösung. ScFlo11A wurde auf einen CM5 Chip mit 5.000 RU (Reso-
nance Units) immobilisiert. Die Analyse wurde in Acetatpuffer pH 5,5 durchgeführt, was nahe am pI 
von ScFlo11A liegt (links). Höhere pH-Werte resultierten in sehr schwacher Wechselwirkung 
(rechts). Der Einschub zeigt die konzentrationsabhängige Veränderung in Plasmonresonanzsigna-
len (Punkte), welche mit einem 1:1 Gleichgewichts-Bindungsmodells gefittet werden konnten.   
In früheren Studien, welche hauptsächlich auf klassischer Genetik beruhen, 
wurde für die Flo11-vermittelte Adhäsion postuliert, dass sie auf hydrophoben 
Interaktionen beruhen57, 211. Die Expression von FLO11 geht außerdem mit ei-
ner Erhöhung der Hydrophobizität der Zelloberfläche von S. cerevisiae ein-
her107. Die Kristallstruktur von ScFlo11A zeigte Oberflächen-exponierte aroma-
tische Reste, welche innerhalb der Kristallpackung an Interaktionen beteiligt 
sind. Ein Großteil dieser Reste ist innerhalb der Flo11 Familie hochkonserviert.  
Eine Interaktion bei pH 5,5, nahe des pI von ScFlo11A, lässt vermuten, dass die 
Interaktion über die aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin erfolgt. Unter 
diesen Bedingungen zeigt die Flo11A Domäne keine Nettoladung, sodass eine 
Interaktion über die aromatischen Reste ermöglicht wird. Diese aromatischen 
Reste sind umgeben von den sauren Aminosäuren Aspartat und Glutamat, die 
erst bei einem höheren pH als dem isoelektrischen Punkt eine negative Ladung 
tragen. Bei einem pH von 6,8 trägt ScFlo11A eine Gesamtladung von -6,8 
(Tabelle 32, Abbildung 32). Treffen zwei Flo11A Domänen mit einer derartig 
negativen Ladung aufeinander, ist die Abstoßung größer als die Interaktion über 
die aromatischen Reste, sodass keine Bindung ermöglicht werden kann. Dies 
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würde auch die negativ detektierten Signale der Flo11A-Flo11A Interaktion bei 
pH 6,8 erklären.  
Tabelle 32 Oberflächenladung von ScFlo11A-His6 bei verschiedenen pH-Werten. Die Berechnung 
beruht auf den pKs Werten der isolierten Reste. Für ein gefaltetes Protein können diese Werte 
abweichen.  
pH 4,4 4,8 5,2 5,5 6,4 6,8 7,6 8,4 9,2 9,6 
Ladung 9,0 4,9 2,0 0,2 -4,3 -6,8 -10,3 -13,7 -18,3 -21,4 
 
 
Abbildung 32 Theoretische Titrationskurve von ScFlo11A (ohne His-Tag, PDB: 4UYT). Die Kurve 
wurde berechnet mit dem H++ Server212 unter den Standardeinstellungen: Dielektrizitätskonstante 
ε (εextern = 80; εIntern = 10); Ionenstärke 0,15 M, pH 4,0.  
Die Flo11A vermittelte Interaktion scheint damit nicht, wie bei den anderen 
Flokkulinen Flo1, Flo5 oder Flo9, Glykanabhängig zu sein. Dennoch gab es 
Studien, die für Flo11 eine Ca2+- und Mannose-Abhängigkeit  darlegten77. Diese 
Experimente bezogen sich allerdings auf in vivo Experimente, in denen FLO11-
exprimierenden Hefezellen verwendet wurden. Um dieser Hypothese nachzu-
gehen, wurden Bindungsstudien mit aufgereinigtem ScFlo11A und D(+)-
Mannose bzw. Ca2+ als Ligand durchgeführt. Dazu wurde isotherme Titrations-
kalorimetrie (ITC) durchgeführt und ScFlo11A in einer Konzentration von 315 
µM (in Acetatpuffer pH 5,2) in der Zelle vorgelegt. In einem ersten Experiment 
wurde lediglich CaCl2 (in Acetatpuffer pH 5,2) zutitriert. Hier konnte keine signi-
fikante Interaktion zwischen ScFlo11A und Ca2+ beobachtet werden. In einem 
zweiten Titrationsversuch wurde eine Lösung bestehend aus D(+)-Mannose 
und CaCl2 zutitriert; auch hier konnte keine Bindung beobachtet werden 
(Abbildung 33). Diese Experimente legen den Schluss nahe, dass zumindest 
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die in E. coli aufgereinigte, unglykosylierte Flo11A Domäne keine Bindung zu 
Calcium oder D(+)-Mannose aufweist.  
 
Abbildung 33 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) von Flo11A mit CaCl2 und D(+)-Mannose. (A) 
ITC Daten von Flo11A und CaCl2. 315 µM Flo11A wurden in der Zelle vorgelegt und 5 mM CaCl2 
zugegeben. (B) ITC Daten von Flo11A plus CaCl2 und D(+)-Mannose. Eine Lösung aus 6 mM CaCl2  
und 6 mM D(+)-Mannose wurden zu 315 µM Flo11A zugegeben. In beiden Experimenten konnte 
keine Änderung des Wärmesignals beobachtet werden. Alle Experimente wurden in 20 mM Acetat-
puffer pH 5,5; 150 mM NaCl durchgeführt.  
4.2.8 In vivo Studien zur Flo11A-Flo11A Interaktion 
Mittels Oberflächenplasmonresonanz wurde eine pH-abhängige Flo11A-Flo11A 
Interaktion in vitro nachgewiesen. Um diese Ergebnisse auch in vivo nachzu-
weisen,  wurden verschiedene Experimente in Kooperation mit der AG Mösch, 
Fachbereich Biologie, Philipps-Universität Marburg, durchgeführt. Dazu wurden 
von Dr. Stefan Brückner S. cerevisiae Zellen bereitgestellt, welche lediglich 
Flo11 auf der Zelloberfläche präsentieren, aber keine anderen Flokkuline. Mit 
diesen Zellen wurde die Biofilmbildung auf Plastik untersucht, da Plastikadhäsi-
on ein weiteres Merkmal der Flo11-vermittelten Adhäsion darstellt77, 116. Es 
wurden zunächst drei Konstrukte hergestellt: Das Volllängengen aus A, B und 
C-Domäne (FLO11); ein Konstrukt aus A- und B-Domäne (FLO11BC) und ein 
Konstrukt, in dem FLO11 deletiert ist (flo11Δ). Zellen, welche diese drei Kon-
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strukte auf der Zelloberfläche präsentieren, wurden bei verschiedenen pH-
Werten auf Plastikadhäsion untersucht (Abbildung 34). 
 
Abbildung 34 Biofilmbildung in Abhängigkeit von der Flo11A Domäne und des pH-Werts. Die Bio-
filmbildung auf Polystyrol wurde durchgeführt mit Hefestämmen, die FLO11 exprimieren (FLO11), 
einer Variante, die nur die FLO11BC Domäne exprimiert (FLO11BC) und einer Deletionsvariante 
(flo11Δ), die kein FLO11 exprimiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von mindes-
tens drei unabhängigen Messungen. Durchführung von Dr. Stefan Brückner, AG Mösch. 
Die Plastikadhäsion scheint stark von der A-Domäne abzuhängen, da sowohl 
die flo11Δ-Variante, als auch die FLO11BC, keine Adhäsion mehr zeigen. Das 
vollständige FLO11 Konstrukt hingegen zeigt eine sehr effiziente Adhäsion bei 
pH 6,0 und 7,0, aber reduzierte Adhäsion bei pH 5,0 und 7,8 – 8,0 und eine 
vollständig inhibierte Biofilmbildung bei pH 8,5.  
Diese pH Sensitivität stimmt mit der Verteilung der aromatischen Bänder und 
der oberflächen-exponierten sauren Aminosäuren überein. Die sauren Reste 
verursachen eine elektrostatische Abstoßung bei höherem pH. Allerdings 
scheint die in vivo Adhäsion im Vergleich mit den in vitro Analysen auch bei 
neutralem pH zu funktionieren. Dabei muss man bedenken, dass das negative 
Oberflächenpotential auf der Hefezelloberfläche (Zeta-Potential bis zu -40 mV) 
die pKs Werte von exponierten deprotonierbaren Gruppen beeinflusst, sodass 
eine Deprotonierung von Carboxylatgruppen bis ca. pH 7 verhindert sein 
kann213.  
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Um eine Flo11-vermittelt Adhäsion in vivo zu visualisieren, wurden mit den 
Flo11 präsentierenden Zellen und Zellen ohne Flo11 (Kontrolle) elektronenmik-
roskopische Untersuchungen mittels FIB-SEM durchgeführt. Diese wurden in 
Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow vom MPI für Biophysik in Frankfurt verwirk-
licht.  
Flo11 präsentierende S. cerevisiae Zellen wurden in der logarithmischen 
Wachstumsphase geerntet und in eine Epoxidmatrix eingebettet. Solche Blöcke 
wurden mittels FIB-SEM auf Zell-Zell-Kontakte analysiert. Bei dieser bildgeben-
den Methode wird ein fokussierter Ionenstrahl (FIB, engl. Focus Ion Beam) zei-
lenweise über den gewünschten Bereich des Zellblocks geführt.  Die dabei aus 
der Oberfläche heraustretenden Sekundärelektronen werden detektiert und er-
möglichen eine Tomographie der Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 35).  
 
Abbildung 35 FIB-SEM-Tomographie von Zell-Zell-Kontakten in FLO11 exprimierenden S. cerevisi-
ae Zellen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die filamentöse Struktur der Zell-Zell-
Kontakte (Pfeile). Die 3D Rekonstruktionen der Zellwände von verschiedenen, FLO11-
exprimierenden Zellen sind in blau, türkis und lila dargestellt, während die Flo11-Flo11-
Interaktionsschicht in gelb gezeigt ist. Die Kontrolle auf der rechten Seite zeigt Zellen, die nur die 
FLO11BC Domäne exprimieren und keine Interaktionsstellen hervorbringen (Pfeile). Durchführung 
von Dr. Daniel Rhinow, MPI Frankfurt.  
Für die Stämme, welche lediglich die FLO11BC Domäne auf der Zelloberfläche 
exprimieren, konnten zwar enge Zell-Zell-Kontakte beobachtet werden, aber 
keine offensichtlichen interzellulären Strukturen. Im Gegenzug wurde bei den 
FLO11 exprimierenden Zellen ein Zwischenraum von ca. 100-200 nm ausge-
macht,  der mit filamentösem Material gefüllt war. Diese intrazellulären Fasern 
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korrespondieren in ihren Abmessungen zu oberflächenexponierten Flo11 Mole-
külen (Vollängenprotein: 1.325 Aminosäuren), da sie in der Kontrolle fehlen. Die 
3D Rekonstruktionen dieser Zell-Zell-Kontakte demonstrieren Flo11-Flo11-
Interaktionen, die sich bei Kontakt ausbilden. Dennoch scheint die Ge-
samtstruktur dieses interzellulären Materials eher ungeordnet.  
4.2.9 Mutationsstudien an aromatischen Resten von ScFlo11A 
Die Kristallstruktur von ScFlo11A zeigte für ein lösliches Protein ungewöhnlich 
viele oberflächenexponierte aromatische Reste, welche zudem innerhalb der 
Flo11 Familie zum Großteil hochkonserviert und in zwei Bändern an den Enden 
der Domäne angeordnet sind. Diese Tryptophan- und Tyrosinreste bildeten 
Kristallkontakte in beiden Kristallformen aus. Dabei waren diese Kristallkontakte 
hauptsächlich im aromatischen Band I lokalisiert (Abbildung 36). Die anschlie-
ßenden SPR Analysen zeigten eine homophile Flo11A-Flo11A Interaktion, die 
allerdings nur stattfand, wenn die Oberflächenladung der Flo11A Domäne redu-
ziert ist. Diese Experimente legten eine hydrophobe Interaktion über die aroma-
tischen Reste nahe.  
 
Abbildung 36 Tryptophan- und Tyrosinreste des Aromatic band I, die für eine Flo11A-Flo11A Inter-
aktion verantwortlich sein könnten. Die Reste Y111, Y113, Y118, W166 und W168 bilden Kristallkon-
takte zwischen symmetrieverwandten Flo11A Domänen aus und sind in der Mitte vergrößert darge-
stellt.  
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Um diese Hypothese zu überprü-
fen, wurden mehrere Reste in-
nerhalb des Aromatic band I mu-
tiert und die Effekte der Flo11A-
vermittelten Agar-Adhäsion in 
vivo untersucht. Diese Experi-
mente wurden von Dr. Stefan 
Brückner durchgeführt. Der 
Schwerpunkt lag dabei auf den 
Resten  Y111, Y113, Y118, W166 
und W168. Die Flo11A Domäne 
scheint ausreichend und notwen-
dig für die Agar-Adhäsion zu sein, 
da Stämme, die lediglich die 
Flo11BC Domäne auf der Zell-
oberfläche präsentieren, keine 
Adhäsion zeigen (Abbildung 37). 
Punktmutationen gegen einzelne 
Reste innerhalb der A-Domäne 
führten zu fast keiner Beeinträch-
tigung der Adhäsion. Eine Dop-
pelmutation der Reste W166 und W168 zu Serin, einer polaren Aminosäure, 
zeigte nur einen sehr geringen Effekt, der allerdings deutlicher wurde, wenn 
beide Reste zu Aspartat, einer sauren Aminosäure, ausgetauscht wurden. Ähn-
lich verhält es sich mit dem Tyrosin Cluster aus Y111, Y113 und Y118. Ein Aus-
tausch der drei Reste zu Alanin, einer unpolaren/hydrophoben Aminosäure, 
zeigte ein nahezu ähnliches Adhäsionsverhalten wie der Wildtyp Flo11. Wurden 
die drei Tyrosine allerdings gegen Aspartat getauscht, zeigte sich eine signifi-
kant schlechtere Adhäsion an Agar. Wurden die Doppelmutante W166S, 
W168S und die Tripelmutante Y111D, Y113D, Y118D kombiniert, konnte die 
Adhäsion fast vollständig aufgehoben werden.  
 
Abbildung 37 In vivo Agar-Adhäsion von Hefestäm-
men, welche Flo11 bzw. Mutationsvarianten davon auf 
auf der Oberfläche präsentieren. Die Stämme wurden 
für drei Tage auf Agarplatten angezogen und vor 
(Wachstum) und nach Abwaschen von nicht-
adhäsiven Stämmen (Adhäsion) fotografiert.  
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Um die Eigenschaften der Tripelmutante Y111D; Y113D; Y118D näher quantifi-
zieren zu können, wurde diese auch in vitro untersucht. Dazu wurde die 
Gensequenz in den Expressionsvektor pET28a kloniert und analog zum Wildtyp 
in E. coli T7 SHuffle Express Zellen überexprimiert und aufgereinigt. Die Aus-
beute war mit durchschnittlich 12 m/L Kultur ähnlich wie die des Wildtyps und  
auch die präparative Gelfiltration zeigte ein ähnliches Elutionsverhalten. Die 
aufgereinigte Mutante wurde anschließend mittels CD Spektroskopie auf ihre 
Faltung hin untersucht, wobei sich die FernUV-Spektren des Wildtyps und der 
Mutante nicht unterschieden, sodass von einer korrekten Faltung der Mutante 
ausgegangen werden konnte (Abbildung 38A).   
 
Abbildung 38 In vitro Charakterisierung der Tripel-Tyrosin-Mutante Y111D; Y113D; Y118D. (A) Prä-
parative Größenausschlusschromatographie und CD Spektroskopie. Der Einschub zeigt FernUV 
Spektren des Wildtyps (schwarz) im Vergleich mit der Mutante (rot). (B) Oberflächenplasmonreso-
nanz (Biacore) der Mutante bei pH 5,5. Die Mutante wurde auf einen CM5 Chip mit 4000 RU immobi-
lisiert und für die Interaktionen in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 600 µM in Lösung ein-
gesetzt.  Der Einschub zeigt die konzentrationsabhängige Veränderung in Plasmonresonanzsigna-
len (Punkte), welche mit einem 1:1 Gleichgewichts-Bindungsmodels gefittet werden konnten.   
Im Anschluss wurde die Mutante mittels Oberflächenplasmonresonanz auf ihr 
homophiles Interaktionsverhalten und ihre Affinität hin untersucht. Die Analysen 
wurden analog zur Untersuchung des Wildtyps durchgeführt. Dazu wurde die 
Mutante auf einen CM5 Chip immobilisiert und ebenfalls in Lösung von 50 bis 
600 µM eingesetzt. Der Konzentrationsbereich musste im Vergleich zum Wild-
typ größer gewählt werden, da eine Absättigung des immobilisierten Liganden 
nur bei deutlich höheren Konzentrationen erreicht wurde.  
Für die homophile Interaktion der Tripeltyrosinmutante bei pH 5,5 konnte eine 
Dissoziationskonstante (KD) von 0,42 ± 0,11 mM ermittelt werden (Abbildung 
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38B). Die homophile Affinität des Wildtyps ist damit 21-mal höher im Vergleich 
mit der Mutante (Abbildung 38B). Diese Daten zeigen, dass die gesammelten 
Eigenschaften der aromatischen Cluster in Band I kritisch sind für eine homo-
phile Flo11A-Flo11A Interaktion in vivo und in vitro.  
Um die Interaktionseigenschaften des unteren aromatischen Bandes (Aromatic 
band II) zu überprüfen, wurden die oberflächenexponierten Reste Y196, W144, 
Y133 ausgesucht und analog zur Tripeltyrosinmutante gegen Aspartat ausge-
tauscht (Abbildung 39). Diese Mutante zeigte in einem in vivo Waschassay eine 
ebenso stark verminderte Adhäsion, wie die Tripeltyrosinmutante. Allerdings 
bilden diese Reste innerhalb der Kristallpackung keine Kristallkontakte zuei-
nander aus. Um diese Mutante näher zu untersuchen, wurde sie ebenfalls auf-
gereinigt und in vitro charakterisiert.  
 
Abbildung 39 Tryptophan und Tyrosinreste des unteren aromatischen bandes (Aromatic Band II). 
Die Reste wurden wurden für eine Mutationsanalyse in vitro gewählt, da diese Mutante in einem in 
vivo Waschassay eine stark verminderte Adhäsion zeigte. Diese Reste bilden allerdings keine Kris-
tallkontakte aus.  
Die Mutante konnte löslich produziert werden, allerdings zeigte sie ein anderes 
Elutionsverhalten als der Wildtyp bei der Größenausschlusschromatographie 
(Abbildung 40A). Während der Wildtyp bei ca. 100 mL eluiert, war dies bei der 
Mutante bereits bei ca. 50 mL der Fall. Da das Durchbruchvolumen der Säule 
bei ca. 45 mL liegt, wurde vermutet, dass die Mutante nicht korrekt gefaltet ist. 
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Dennoch wurden die Fraktionen des Hauptpeaks bei 50 mL gesammelt, ankon-
zentriert und ein FernUV CD-Spektrum aufgenommen (Abbildung 40B). Dabei 
zeigt sich, dass die Mutante eine völlig andere, ungeordnete Faltung aufweist 
als der Wildtyp. Eine weitere Charakterisierung wurde daher nicht vorgenom-
men.  
 
Abbildung 40 In vitro Charakterisierung der S288C Flo11A Mutante Y133D, W144D, Y196D. (A) Prä-
parative Gelfiltration der Mutante (schwarz) im Vergleich mit dem Wildtyp (rot). Der peak des Wild-
typs ist nur bis 900 mAu dargestellt und durch eine gestrichelte Linie angezeigt. (B) CD FernUV 
Spektren der Mutante bei verschiedenen Puffern bzw. pH-Werten (schwarz, rot, grün) im Vergleich 
mit dem Wildtyp (blau). Sowohl Größenausschlusschromatographie, als auch CD Spektroskopie 
zeigen, dass die Mutation im unteren Band zu einer nicht-nativen Faltung führen.  
4.2.10  SAXS Analysen der ScFlo11A Domäne 
Die Rekonstruktion der Kristallpackung in Abschnitt 2.2.4 zeigte, dass Kristall-
kontake durch aromatische Reste gebildet wurden. Um zu überprüfen, ob phy-
siologisch relevante Dimerbildung in Lösung stattfindet, wurde ScFlo11A mittels 
Kleinwinkelstreuung (SAXS) untersucht. SAXS kann Daten zu Partikelform und 
Partikelgröße in Lösung von Strukturen von 1 bis 100 nm liefern. Dafür wurde 
ScFlo11 in verschiedenen Konzentrationen bei pH 8 und pH 5,5 eingesetzt. 
Ausgehend von den Daten aus der Oberflächenplasmonresonanz sollte bei pH 
8 ScFlo11A als Monomer vorliegen und bei pH 5,5 sollten sich konzentrations-
abhängig dimere Spezies bilden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 41 darge-
stellt. Die Pair-distribution function zeigt die Distanzverteilung innerhalb des 
Partikels. Sie kann durch eine Fourier Transformation direkt aus der Streukurve 
berechnet werden. Aus dieser Kurve kann dann z.B. die maximale Distanz, die 
in dem gestreuten Partikel beobachtet werden kann (Dmax), abgelesen werden. 
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Von der 1D pair-distribution function kann anschließend eine 3D Hülle berech-
net werden.  
 
Abbildung 41 SAXS Experimente von ScFlo11A bei verschiedenen pH-Werten. (A) SAXS Experi-
mente von ScFlo11A bei pH 8. (B) SAXS Experimente von ScFlo11A bei pH 5,5. Der Konzentrati-
onsbereich lag bei 1-5 mg/mL. Die pair-distribution function wurde mit Hilfe von GNOM 
berechnet214. Dmax wurde durch Autognom bestimmt. Die Berechnung der Hülle erfolgte mit DAM-
MIF199. Die Strukturen von ScFlo11A wurden manuell in die Hüllen eingepasst.  
Die SAXS Daten zeigen, dass ScFlo11A sowohl bei pH 8, als auch bei pH 5,5 
als monomere Spezies vorzuliegen scheint, wie auch anhand der berechneten 
Hüllen zu sehen ist. Die gelöste Struktur wurde manuell in die Hülle eingepasst. 
Die linke Seite der Kristallstruktur zeigt konvex geformte Loop-Regionen, die 
sich auch in den Hüllen wieder finden. Der Stab-ähnliche Ansatz der Hülle fin-
det sich hingegen nicht in der Kristallstruktur, da sich die Struktur in Lösung in 
einigen Punkten von der Kristallstruktur unterscheidet. In der Kristallstruktur ist 
der His6-Tag nicht definiert, welcher aber Dmax erhöhen und zur Heterogenität 
der modellierten Molekülhülle beitragen kann215. Zudem verfügt das Protein in 
Lösung über zusätzliche Aminosäure-Reste, die von dem Expressionsvektor 
stammen. Ein weiterer Punkt ist, dass ab initio Methoden, welche eine 3D Hülle 
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aus einer 1D Streukurve zu rekonstruieren wollen, nicht nur eine einzige Lö-
sung liefern216. Im Anhang befinden sich die Streukurven, Guinier Plots und 
Kratky Plots.  
4.3 Die Flo11A Domäne aus Saccharomyces cerevisiae Σ1278b 
Die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae Σ1278b stellt ein Ortholog zur Flo11A 
Domäne aus S. cerevisiae S288C dar und unterscheidet sich von letztgenann-
ter hauptsächlich durch eine Insertion von 15 Aminosäuren (Abbildung 42). 
Desweiteren gibt es ein weiteres Cysteinpaar, C128/C179, welches vermutlich 
eine zusätzliche Disulfidbrücke ausbilden kann.  
 
Abbildung 42 Sequenzalignment der beiden Flo11A Domänen aus S. cerevisiae S288C und Σ 
1278b. Der größte Unterschied besteht in einer Insertion von 15 Aminosäuren (blau) und einer 
möglichen weiteren Disulfidbrücke zwischen C128 und C179. Die anderen Disulfidbrücken bilden-
den Cysteine sind konserviert und gelb hervorgehoben.  
Bei in vivo Experimenten (AG Mösch) zeigte diese Flo11A Variante eine deut-
lich stärkere Adhäsion an Agar als die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae 
S288C. Zu Beginn dieser Arbeit lag die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae 
Σ1278b kloniert in pET28a vor und konnte so analog zu ScFlo11A aufgereinigt 
werden. Die Ausbeute war mit etwa 10-12 mg/L Kultur vergleichbar mit 
ScFlo11A und Σ1278b zeigte eine ebenso hohe Löslichkeit. Für die Kristallisati-
on wurde das Protein daher auch in einem Acetatpuffer nahe des pI eluiert. Da-
bei wurde Σ1278b sowohl mit His6-Tag als auch die thrombinbehandelte Varian-
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te ohne His6-Tag eingesetzt in Konzentrationen von 40 bis 50 mg/mL. Zum Ein-
satz kamen die Screens Anions, Classics Lite, JCSG+, JCSG Core I-IV, MBC I 
und II, Morpheus, PACT und darauf aufbauende Optimierungen. Da die spon-
tane Kristallisation bei ScFlo11A sehr schwierig war, wurden auch Nanopartikel 
als keimbildende Katalysatoren eingesetzt. Es konnten allerdings keine Kristalle 
erhalten werden (Abbildung 43). Lediglich eine Phasentrennung konnte in meh-
reren Bedingungen beobachtet werden.  
 
Abbildung 43 Kristallisation von Σ1278b in verschiedenen Bedingungen. (A) Anions H4. (B) JCSG 
Core I B7. (C) JCSG Core I C7. (D) MBC II A11. (E) Optimierung 1: 0,1 M Na3Citrat, pH 6; 1 M Li2SO4; 
4 % PEG 4000. (F) Optimierung 2: 0,1M Na3Citrat, pH 8; 1,5 M Li2SO4; 12 % PEG 4000. Für A-D wur-
de Σ1278b ohne His6-Tag verwendet, für E und F Σ1278b ohne His6-Tag. Die Kristallisation wurde 
bei 4 °C durchgeführt.  
Da es nicht möglich war, Kristalle von Σ1278b zu erhalten, wurde ein Homolo-
giemodell mit Hilfe der Software Modeller180 und der Struktur von ScFlo11A als 
Templat erstellt (Abbildung 44).  
Der Vergleich der beiden Strukturen zeigt, dass die Gesamtstruktur mit einem 
r.m.s.d. von 0,192 Å über 142 Atome sehr ähnlich ist. Drei Disulfidbrücken 
scheinen konserviert vorzuliegen, während eine vierte zwischen der Σ-
spezifischen Insertion und der 310-Helix durch eine gestrichelte Linie angedeu-
tet ist. Die Insertion liegt strukturell auf Höhe des Tripeltyrosinclusters der 
ScFlo11A Domäne, der an der Ausbildung von Kristallkontakten in der Kristall-
struktur von ScFlo11A beteiligt war. Möglicherweise stört die Insertion die Aus-
bildung von Kristallkontakten, weshalb keine Kristalle erzeugt werden konnten. 
Die Kristallisationsexperimente in Abbildung 43 zeigen, dass es lediglich zur 
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Phasentrennung kommt. Phasentrennung ist gekennzeichnet durch kleine Trop-
fen, welche erhöhte Proteinkonzentration aufweisen, was eine Vorstufe zur 
Kristallbildung sein kann.  
 
Abbildung 44 Homologiemodell der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae Σ1278b (blau) im Vergleich 
mit der Kristallstruktur von Flo11A aus S. cerevisiae S288C (grün). Drei Disulfidbrücken sind kon-
serviert, während eine mögliche weitere durch eine gestrichelte Linie angedeutet ist. Der r.m.s.d. 
beträgt 0,192 Å über 147 Cα Atome.  
Mit Hilfe des Programms MODELLER wurde die vierte Disulfidbrücke zwischen 
den Cystein-Resten geknüpft und über MD Simulation auf konformationelle 
Stabilität überprüft (Abbildung 45). In einer Simulation über 100 ns zeigte sich, 
dass ΣFlo11A eine stabile Konformation beibehält. Durch die Formierung der 
Disulfidbrücke scheint sich die 310-Helix, so wie in Abbildung 45 zu sehen ist, 
auf einen Teil zu verkürzen. Auch wenn das Modell bzw. die Simulation nicht 
die Kristallstruktur ersetzten kann, zeigte sich, dass die Insertion und die vierte 
Disulfidbrücke einen strukturellen Einfluss auf Flo11A haben.  
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Abbildung 45 Screenshot der MD Simulation des Homologiemodells von ΣFlo11A (Templat: 
ScFlo11A 4UYR) mit ausgebildeter vierter Disulfidbrücke. Die MD Simulation wurde für 100 ns, 300 
K, konstantem Druck und ff14sb Kraftfeld mit dem Programm AMBER14217 durchgeführt.  
4.4 Expression von Flokkulinen in Komagetaella pastoris 
Die Flokkuline des PA14- und Flo11-Typs wurden in S. cerevisiae bereits sehr 
gründlich untersucht. Die methylotrophe Hefe Komagataella pastoris verfügt 
ebenfalls über Flokkuline, allerdings ist über ihre Regulation und adhäsiven Ei-
genschaften nicht viel bekannt. In einer Studie von Zhang et al. wurde K. pasto-
ris nach GPI-verankerten Zellwandproteinen untersucht200. Dabei wurden Flo5- 
und Flo11-artige Orthologe identifiziert. Da die Sequenzidentität zu den S. cere-
visiae Pendants auf 25 bis 30 % limitiert ist, wurde in dieser Arbeit das Tran-
skriptom von K. pastoris GS115 auf Expression der FLO5- und FLO11-artigen 
Gene untersucht (Abbildung 46). K. pastoris Kulturen wurden in YEPD Medium 
in exponentieller (OD600 ≈ 0,8) und stationärer Wachstumsphase (OD600 ≈ 2,3) 
geerntet und die RNA extrahiert. Die gebildeten Transkriptmengen wurden durch 
qRT-PCR relativ zur Expression des Haushaltsgens ACTIN (ACT1) bestimmt. 
K. pastoris verfügt über zwei Flo11-artige und zwei Flo5-artige Proteine, die alle 
unter normalen Laborbedingungen produziert werden. Die relativen Expressi-
onsmengen von KPFLO11-1 und KPFLO11-2 sind vergleichbar, obwohl die Ex-
pression von KPFLO11-1 fast zweimal so stark ist. Die Expression der Flo5-
artigen KPFLO1 und KPFLO2 unterscheidet sich dahingehend, dass KPFLO2 
ähnlich stark wie das Haushaltsgen ACTIN exprimiert wird, während KPFLO1 
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eine ca. achtmal so hohe Menge an gebildetem Transkript aufweist. Interessan-
terweise bilden die Flo11-artigen Gene KPFLO11-1 und KPFLO11-2 während 
der exponentiellen Wachstumsphase mehr Transkript als in der stationären 
Phase.  
 
Abbildung 46 In vivo Analyse und Domänenarchitektur von PA14-Typ und Flo11-Typ Proteinen aus 
K. pastoris. (A) Bestimmung der relativen Transkriptmengen von PA14-Typ und FLO11-Typ Ortho-
logen in K. pastors GS115 mittels qRT-PCR. Die Genexpression wurde auf ACTIN normalisiert mit 
der ∆CT Methode. (B) Domänenarchitektur von PA14-Typ und Flo11-Typ Proteinen aus K. pastoris. 
Die repetitiven Einheiten der B-Domäne sind als kleine Kugeln dargestellt. Die Längen der einzel-
nen Domänen sind in Aminosäuren angegeben (As). 
Zusammen mit den Ergebnissen der Studie von Zhang et al.200 kann für die 
FLO5- und FLO11-artigen Orthologe in K. pastoris deshalb gesagt werden, 
dass sie exprimiert (diese Arbeit) und in der in der Zellwand verankert werden 
(Zhang et al.).  
4.5 Die Flo11A1 Domäne von KpFlo11-1 aus K. pastoris 
Die Flo11A Domäne kommt fast ausschließlich im Reich der Pilze vor. Dabei 
findet sich die Flo11A Domäne meistens am N-Terminus nach einer Signalse-
quenz für den Export zur Zellwand. Es gibt allerdings auch Flo11 Orthologe mit 
bis zu drei Flo11A Domänen in verschiedenen Anordnungen. Das Genprodukt 
von KPFLO11-1 aus K. pastors (Uniprot: C4R2D7) besitzt zwei Flo11A Domä-
nen. Jede Flo11A Domäne davon hat eine Länge von 158 Aminosäuren, wel-
che durch eine Serin/Threonin-reiche B1 Linkerregion getrennt werden. Diese 
ist höchstwahrscheinlich stark glykosyliert (Abbildung 47A). Die beiden Flo11A 
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Domänen von KpFlo11-1, KpFlo11A1 und KpFlo11A2, unterscheiden sich nur 
durch sehr wenige Reste (Abbildung 47C).  
 
Abbildung 47 Domänenarchitektur und Funktionsanalyse von KpFlo11-1. (A) Domänenarchitektur 
von KpFlo11-1. Die repetitiven Einheiten der B-Domäne sind als kleine Kugeln dargestellt. Die Län-
gen der einzelnen Domänen sind in Aminosäuren angegeben (As). (B) Agar-Adhäsions-Assay von 
Hefestämmen, welche die erste Flo11 Domäne von KpFlo11-1 auf der Zelloberfläche präsentieren 
(KpFlo11-1) bzw. KpFlo11-1 ohne die A-Domäne (FLO11BC). (C) Sequenzalignment der beiden 
Flo11A Domänen von KpFlo11-1. Sterne zeigen identische Reste, Doppelpunkte verwandte Reste 
und Leerzeichen andere Reste. Die Sequenzidentität zwischen den beiden Domänen beträgt 97,4 
%. Das Sequenzalignment wurde mit Clustal omega erstellt203.  
Dabei sind keine aromatischen oder sauren Reste der oberflächenexponierten 
Bänder betroffen, welche eine wichtige Funktion für die Adhäsion haben. Da die 
Sequenzidentität zwischen beiden Flo11A Domänen bei 97,4 % liegt, wurde die 
erste Domäne (KpFlo11A1) als repräsentativer Vertreter gewählt.  
Diese Flo11A Domäne besitzt lediglich eine Sequenzidentität von nur 30 % zur 
Flo11A Domäne aus S. cerevisiae (ScFlo11A). Daher wurde KpFlo11A1 in 
einem Agar-Adhäsions-Assay, analog zu Abschnitt 2.2.9, auf Funktionalität 
überprüft. S. cerevisiae Zellen, welche KpFlo11A1 auf der Zelloberfläche 
präsentieren wurden auf Agarplatten ausplattiert und mit Wasser abgewaschen, 
wodurch nicht-adhäsive Zellen entfernt werden. Dieser Test zeigt, dass 
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KpFlo11A1 auf der Zelloberfläche präsentiert wird und in diesem in vivo Assay 
ähnliche Adhäsionseigenschaften aufweist wie ScFlo11A aus S. cerevisiae 
(Abbildung 47B).  
4.5.1 Produktion und Aufreinigung von KpFlo11A1 
Klonierung, Expression und Aufreinigung wurden analog zu ScFlo11A durchge-
führt. KPFLO11A1 wurde mit N-terminalem His6-Tag in den Expressionsvektor 
pET28a kloniert und im E. coli T7 SHuffle Express überexprimiert. KpFlo11A1-
His6 besitzt ein Molekulargewicht von 21989,4 Da, einen theoretischen iso-
elektrischen Punkt von 5,51 und einen Extinktionskoeffizienten (ε280) von 59400 
M-1cm-1. Diese physiko-chemischen Eigenschaften sind denen von ScFlo11A 
ähnlich. Im Rahmen der Aufreinigung konnte nahezu sauberes Protein erhalten 
werden (Abbildung 48A). Die Ausbeute lag dabei ebenfalls zwischen 12 und 14 
mg pro Liter Kultur. Bei der präparativen Gelfiltration zeigte sich bei Verwen-
dung eines Laufpuffers von pH 7,5 neben der monomeren Spezies auch ein 
Peak bei der Größe des Dimers von KpFlo11A1. Bei einem pH von 5,5 wurde 
dagegen ausschließlich monomeres KpFlo11A1 erhalten (Abbildung 48B). 
 
Abbildung 48 Aufreinigung von KpFlo11A1. (A) NiNTA und Gelfiltration von KpFlo11A1. Die Elution 
bei der NiNTA erfolgte mit 100 mM Imidazol. Nach der Gelfiltration konnte sauberes KpFlo11A1 
erhalten werden. (B) Chromatogramm der Gelfiltration. Die Elution erfolgte in 20 mM Acetatpuffer 
(pH 5,5) und 20 mM HEPES Puffer (pH 7,5). Bei pH 7,5 tritt eine dimere Spezies auf, die bei pH 5,5 
nicht zu beobachten ist.  
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4.5.2 CD Spektroskopie von KpFlo11A1 
Eine erste Charakterisierung von KpFlo11A1 wurde mittels CD Spektroskopie 
bei verschiedenen pH-Werten durchgeführt (Abbildung 49).  
Das FernUV Spektrum zeigt ein Spektrum mit hohen Anteilen an β-
Strukturelementen, wobei diese unabhängig von den verwendeten pH-Werten 
sind. Bei 230 nm tritt ein Peak auf, der in dem FernUV-Spektrum von ScFlo11A 
nicht auftrat und charakteristisch für KpFlo11A1 zu sein scheint. Zwischen pH 6 
und 7 weist diese Flo11A Domäne die größte Faltungsstabilität auf, wie die 
Schmelzpunktanalyse ergab. Bei pH 7 scheint zudem eine teilweise Rückfal-
tung möglich, da der Verlauf des FernUV Spektrums vor und nach der Hitzede-
naturierung ähnlich ist. Die Maxima und Minima bei 230 nm und 215 nm sind 
noch vorhanden, aber etwas unterschiedlich ausgeprägt. Bei den pH-Werten 5, 
6 und 8 ist keine Rückfaltung möglich. Hier zeigen die FernUV Spektren nach 
Hitzedenaturierung möglicherweise ebenfalls teilweise gefaltetes Protein, wie 
es dem molten globule state entspricht (siehe 2.2.5). Im NahUV CD-Spektrum 
sind anlog zu ScFlo11A die λ-Profile der aromatischen Aminosäuren zu erken-
nen. Ein definierter Peak bei 300 nm entspricht der Absorption von Tryptophan, 
während der Peak bei 285 nm der Aminosäure Tyrosin zuzurechnen ist.  
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Abbildung 49 CD-Spektroskopie der Flo11A Domäne aus K. pastoris. (A) Fern-UV CD-Spektrum bei 
verschiedenen pH-Werten. Der pH scheint keinen Einfluss auf die Sekundärstrukturelemente zu 
haben. Das Spektrum zeigt, dass die Flo11A Domäne hauptsächlich aus β-Strukturelementen be-
steht. Auffällig ist ein verhältnismäßig großer Peak bei 230 nm. (B) Fern-UV CD-Spektrum von 
KpFlo11A1 nach Hitzedenaturierung. Die native Struktur wird nicht wieder erreicht. Dennoch läßt 
sich bei pH 7 eine teilweise Rückfaltung erreichen. (C) Schmelzpunktanalyse von KpFlo11A1 bei 
verschiedenen pH-Werten, aufgenommen bei λ = 215 nm. (D) Rückläufiger Temperaturscan nach 
Hitzedenaturierung. (E) Nah-UV CD-Spektrum von KpFlo11A1 bei verschiedenen pH-Werten. Die λ-
Profile verweisen auf die Existenz der aromatischen Aminosäuren Trp und Tyr.  
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Auffällig ist der verhältnismäßig große Peak bei 230 nm des FernUV Spektrums 
von KpFlo11A1. Anhand der Primärsequenz von KpFlo11A1 und des NahUV 
CD-Spektrums zeigt sich, dass KpFlo11A1 ähnlich viele aromatische Amino-
säuren besitzt wie ScFlo11A. Desweiteren verfügt es über 8 Cysteine, die ver-
mutlich an der Ausbildung von Disulfidbrücken beteiligt sind. Disulfidbrücken 
zeigen eine schwache Absorption in der Region bei 260 nm152. Um den Einfluss 
der Disulfidbrücken auf die Ausbildung des Peaks bei 230 nm zu überprüfen, 
wurde KpFlo11A1 mit 10 mM DTT inkubiert um die Disulfidbrücken zu reduzie-
ren. Unter diesen Bedingungen wurde ein FernUV CD-Spektrum bis 210 nm 
aufgezeichnet, da DTT eine starke Absorption in der FernUV Region von 210 
bis 190 nm zeigte (Abbildung 50). Der Peak bei 230 nm ist auch in Gegenwart 
von 10 mM DTT im FernUV Spektrum vorhanden, jedoch nicht mehr nach Hit-
zedenaturierung. Eine Schmelzpunktanalyse ergab, dass die Zugabe von 10 
mM DTT eine drastische Reduzierung des Schmelzpunktes zur Folge hatte 
(Tm  ̴56 °C). Da unter diesen Bedingungen die Cysteine reduziert sind und da-
mit die Bildung von Disulfidbrücken nicht möglich ist, wird der hohe Schmelz-
punkt von durchschnittlich 80 °C von KpFlo11A1 zum Großteil von den ausge-
bildeten Disulfidbrücken verursacht. Der Peak bei 230 nm rührt daher wahr-
scheinlich nicht von den Disulfidbrücken, sondern von den aromatischen Ami-
nosäuren.  
 
Abbildung 50 Einfluss der Disulfidbrücken von KpFlo11A1 auf das FernUV CD-Spektrum und die 
Faltungsstabilität. (A) FernUV CD-Spektrum von KpFlo11A1 (schwarz), mit 10 mM DTT (rot) und 
nach Hitzedenaturierung (grün). (B) Schmelzpunktanalyse von KpFlo11A1 bei 215 nm bei verschie-
denen pH-Werten und mit 10 mM DTT (türkis). Die Disulfidbrücken haben einen erheblichen Ein-
fluss auf die Faltungsstabilität von KpFlo11A1.  
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Um den auffälligen Peak bei 230 nm weiter zu analysieren, wurden bei 232 nm 
(lokales Maximum) ebenfalls Schmelzkurven aufgezeichnet (Abbildung 51). 
Diese Arbeiten wurden von Maximilian Mikolaiski im Rahmen einer Bachelorar-
beit durchgeführt218. Dabei zeigten sich ähnliche Schmelzpunkte wie bei einer 
Wellenlänge von 215 nm (Abbildung 49C), was ein weiterer Beweis dafür ist, 
dass der Peak bei 230 nm von aromatischen Resten bzw. deren Umgebung 
herrührt und nicht von den Disulfidbrücken verursacht wird.  
 
Abbildung 51 Schmelzpunktanalyse (melting temperature, Tm) und Rückfaltung (re) von 
KpFlo11A1 bei einer Wellenlänge von 232 nm. Durchgeführt von Maximilian Mikolaiski218 
4.5.3 Kristallisation von KpFlo11A1 
KpFlo11A1 zeigte zwischen pH 6 und 8 die größte Faltungsstabilität, wenn der 
Unterschied zwischen den einzelnen pH-Werten auch nicht so signifikant war, 
wie bei ScFlo11A1. Daher wurde KpFlo11A1 für die Kristallisation in einem Puf-
fer bei pH 7,5 in der präparativen Gelfiltration eluiert (20 mM HEPES pH 7,5; 50 
mM NaCl). Bereits nach zwei Tagen bildeten sich in mehreren Bedingungen 
Kristalle bei 4 °C und einer Proteinkonzentration von 70 mg/mL.  
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Abbildung 52 Kristallisation von KpFlo11A1 bei 4 °C und einer Proteinkonzentration von 70 mg/mL. 
Die jeweiligen Bedingungen sind in Tabelle 33 aufgelistet.  
Für eine Reproduktion wurde eine Proteinkonzentration von 35 mg/mL gewählt, 
da bei 70 mg/mL vermehrt Nadelbüsche (Shower of needles) auftraten. Die Re-
produktion wurde im Hanging Drop Ansatz mit einem Volumen von 2 µL durch-
geführt (1 µL Proteinlösung + 1 µL Mutterlösung) gegen ein Reservoir von 1 mL 
(Abbildung 52, Tabelle 33).  
Tabelle 33 Kristallisationsbedingungen von KpFlo11A1. Die Kristalle von A und D wurden zur 
Röntgenstrukturanalyse verwendet. Ac = Acetat.  
Screen C. Lite. Nr. 86 PACT Nr. 44 JCSG+ Nr. 91 MBC II Nr. 68 
Bild A B C D 
Salz 0,2 M AcNH4 0,2 M NH4Cl 0,2 M 
(NH4)2SO4 
1 M NaAc 
Puffer 0,1 M NaAc; pH 
4,6 
0,1 M Tris, pH 
8,0 
0,1 M BIS-Tris, 
pH 5,5 
0,1 M NaAc, pH 
4,6 
Präzipitanz 15 % PEG 4000 12 % PEG 6000 25 % PEG 3350 12 % PEG 4000 
Methode Hanging Drop Sitting Drop Sitting Drop Hanging Drop 
Volumen 2 µL 600 nL 600 nL 2 µL 
Temperatur 4 °C 4 °C 4 °C 4 °C 
Zusätze -  - - - 
Cryo +30 % Glycerin   +30 % Glycerin 
 
Kristalle, die aus den Bedingung Classics Lite Nr. 86 und MBC II Nr. 68 erhalten 
wurden, wurden in den jeweiligen Cryobedingungen in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und die Datensammlung am BESSY-II-Synchrotron durchge-
führt (Tabelle 34). Von Kristallen aus den Bedingungen PACT Nr. 44 und 
JCSG+ Nr. 91 wurden zwar ebenfalls Datensätze aufgenommen, aber aufgrund 
gleicher Kristallformen nicht weiter verfeinert.  
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Tabelle 34 Statistiken zur Datensammlung, Prozessierung und Verfeinerung von KpFlo11A1 Kris-
tallen.  
Datensammlung & 
Prozessierung 
KpFlo11A1 
Kristallform I 
(5FV5) 
KpFlo11A1 
Kristallform II 
(5FV6) 
X-ray Quelle MX-14-1, BESSY II,  
Berlin, Germany 
MX-14-1, BESSY II, 
 Berlin, Germany 
Detektor Pilatus 6M Pilatus 6M 
Wellenlänge (Å) 0,977790 0,977790 
Raumgruppe P212121 P21 
Zellmaße (a,b,c Å) und 
Winkel (°) 
35,54, 58,52, 76,55 
90 90 90 
37,44, 58,68, 85,27 
90 96,56 90 
Auflösung (Å) 30 – 1,4 (1,45 – 1,40) 42,36 – 2,0 (2,07 – 2,00) 
Gesamtreflektionen 284209 76825 
Multiplizität 6,7 3,2 
Einzigartige Reflexe 42777 24319 
Rmerge (%) 5,6 (45,6) 9,1 (51,9) 
Vollständigkeit (%) 95,93 97,22 
I/σ(I) 20,95 (4,3) 10,0 (2,9) 
Mosaizität (°) 0,106 0,343 
Wilson B-factor (Å2) 12,0 23,8 
   
Verfeinerungsstatistiken   
Auflösung (Å) 30,0-1,40 42,36-2,00 
Rfactor, Rfree (%) 13,4, 17,9 22,4, 26,6 
Reflektionen (working, test 
set) 
29332, 1581 24300, 1239 
Vollständigkeit (%) 95,9 97,3 
r.m.s.d. :    
Bindungslängen (Å) 0,0121 0,0115 
Bindungswinkel (°) 1,659 1,485 
Anzahl Atome  1658 3114 
Mittlerer B Wert (Å2) 16,9 27,6 
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Die Integration und Datenreduktion erfolgte mit XDS sowie XSCALE. Das Pha-
senproblem wurde über Molekularen Ersatz mit dem Programm Phaser-MR aus 
dem Phenix-Paket gelöst. Eine Lösung mit der Kristallstruktur von ScFlo11A als 
Templat schlug fehl, da die Sequenzidentität zwischen KpFlo11A1 und 
ScFlo11A lediglich bei 30 % liegt. Daher wurde mit der Software MODELLER 
ein Homologiemodell auf Grundlage der Primärsequenz von KpFlo11A1 und 
der Struktur von ScFlo11A erstellt. Dieses Modell wurde dann zur Lösung über 
Molekularen Ersatz herangezogen. Die Modelbildung wurde mit AutoBuild 
durchgeführt. Verfeinerungen wurden durch manuelle Inspektion mittels Coot 
und den Verfeinerungsprogrammen phenix.refine bzw. REFMAC5 aus dem 
CCP4-Packet durchgeführt. Die Statistiken zur Datensammlung und Verfeine-
rung sind in Tabelle 34 zusammengefasst. Für beide Strukturen wurden hohe 
Auflösungen von 1,4 und 2,0 Å erzielt.  
4.5.4 Die Kristallstruktur von KpFlo11A1 
KpFlo11A1 wurde in einer orthorhombischen Raumgruppe (P212121) mit einem 
Molekül in der asymmetrischen Einheit und in einer monoklinen Raumgruppe 
(P21) mit zwei Molekülen in der asymmetrischen Einheit kristallisiert (Abbildung 
53). In Raumgruppe P21 werden die Kristallkontakte innerhalb des antiparallel 
orientierten Dimers hauptsächlich durch polare Interaktionen zwischen sechs 
Resten verursacht. Um die physiologische Relevanz dieser Dimerbildung zu 
untersuchen wurde eine Interface Analyse mit Hilfe des PDBePISA Servers 
durchgeführt219. Die Oberfläche dieses Interface hat eine Größe von 437 Å2 mit 
einem Complex Formation Significance score (CSS) von 0,00. Der CSS gibt 
eine Wahrscheinlichkeit von 0 bis 1 an, ob es sich um ein Ergebnis der Kristall-
packung handelt oder die Interaktion eine physiologische Rolle haben könnte. 
Der CSS von 0,00 für die Dimerbildung von KpFlo11A1 zeigt, dass es sich hier 
höchstwahrscheinlich um ein Ergebnis der Kristallpackung handelt.  
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Abbildung 53 Kristallstruktur der KpFlo11A1 Domäne aus K. pastoris mit einem Molekül in der 
asymmetrischen Einheit (A) und mit zwei Molekülen (B). Die Fibronectin Typ III Domäne ist in 
Braun, die Neck subdomain in orange und die Apical region in gelb dargestellt.  
Die Topologie der Struktur von KpFlo11A1 ist auf den ersten Blick der Struktur 
von ScFlo11A ähnlich, zeigt aber auch unterschiedliche Elemente. KpFlo11A1 
besitzt drei β-Faltblätter, aber nur sehr geringe α-helikale Anteile. β-Faltblatt I 
wird von den β-Strängen 2, 3 und 6 gebildet; β-Faltblatt II von den Strängen 4, 
5, 8 und 9 und β-Faltblatt III von den Strängen 1, 7 und 10. Die beiden β-
Faltblätter I und II bilden einen β-Sandwich, der die Fibronectin Typ III Domäne 
ausmacht, während β-Faltblatt III die Neck subdomain bildet. Diese stellt eine 
Verbindung zu der B1 und B2 Region dar, wodurch eine stabile Präsentation 
der Flo11A Domäne außerhalb der Zelle gewährleitet werden kann. Die Apical 
region liegt auf der Fibronectin Typ III Domäne und wird hauptsächlich aus 
Loops gebildet.  
Die Neck subdomain wird durch drei Disulfidbrücken mit der FN3 Kernstruktur 
verbunden. Diese werden von den Cysteinpaaren C37/C167, C129/C192 und 
C28/C188 gebildet. Eine weitere Disulfidbrücke befindet sich in der Apical regi-
on und wird von den Cysteinresten C143 und C152 gebildet.  
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4.5.5 Die funktionalen Elemente von KpFlo11A1 
Ein charakteristisches Kennzeichen der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae ist 
der hohe Grad an Solvens-exponierten aromatischen und sauren Resten, die 
für die homophile Interaktion verantwortlich sind. Die Analyse der Kristallstruktur 
von KpFlo11A1 zeigt ein analoges Gruppieren der aromatischen und sauren 
Reste (Abbildung 54). Hier sind 6 von 8 Tryptophanen und 9 von 10 Tyrosinen 
oberflächenexponiert und gruppieren in zwei Bändern. KpFlo11A1 besitzt einen 
sauren theoretischen isoelektrischen Punkt von 5,51 und analog zur Verteilung 
der aromatischen Reste oberflächenexponierte saure Reste. Diese bestehen 
aus 9 Glutamat-Resten und 13 Aspartat-Resten. Die Oberflächenverteilung 
zeigt, dass diese mit den aromatischen Resten zusammenfallen.  
In der Rekonstruktion der Kristallpackung von KpFlo11A1(Abbildung 54D und 
E) zeigt sich, dass die beiden aromatischen Bänder miteinander interagieren 
und Kristallkontakte ausbilden. Trotz zwei verschiedener Kristallformen werden 
in beiden Packungen Kristallkontakte über aromatische Reste ausgebildet.  
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Abbildung 54 Strukturelle Eigenschaften der KpFlo11A1 Domäne. (A) Kristallstruktur mit hervorge-
hobenen aromatischen Resten (Trp und Tyr). (B) Kristallstruktur mit hervorgehobenen sauren Res-
ten (Glu und Asp). (C) Die Kristallstruktur von KpFlo11A1 zeigt, dass die aromatischen Reste von 
Bändern aus sauren Resten umgeben sind. (D) Rekonstruktion der Kristallpackung von KpFlo11A1 
mit einem Molekül in der asymmetrischen Einheit und mit zwei Molekülen (E). Die aromatischen 
Reste im unteren Band sind in grün dargestellt, während die Reste des oberen Bandes in gelb 
dargestellt sind.  
In Abbildung 55 sind die Oberflächeneigenschaften von KpFlo11A1 im Ver-
gleich mit ScFlo11A dargestellt. Die Darstellung des elektrostatischen Oberflä-
chenpotentials zeigt die generellen sauren Eigenschaften von KpFlo11A1 und 
ScFlo11A. Dabei zeigen sich vor allem auf Höhe des oberen aromatischen 
Bandes Bereiche mit negativ geladenen Resten (Abbildung 55A). Die Kolorie-
rung der Oberfläche nach der Hydrophobizität hebt den hydrophoben Charakter 
von KpFlo11A1 und ScFlo11A hervor.  
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Abbildung 55 Oberflächeneigenschaften von KpFlo11A1 im Vergleich mit ScFlo11A1. (A) Analyse 
des elektrostatischen Oberflächenpotentials, die die sauren Eigenschaften von KpFlo11A1 und 
ScFlo11A1 zeigt. Die Berechnung erfolgte mit APBS191. (B) Analyse der Hydrophobizität nach der 
Eisenberg-Skala220.  
4.5.6 Kontaktwinkelmessungen mit KpFlo11A1 und ScFlo11A 
Die Analyse der Kristallstrukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1 ergab, dass 
beide Strukturen über eine Oberfläche mit einzelnen, hydrophoben Punkten 
verfügen. Um die hydrophoben Eigenschaften der aufgereinigten Proteine in 
Lösung näher zu charakterisieren wurden mit beiden Flo11A Domänen bei ver-
schiedenen pH-Werten Kontaktwinkelmessungen durchgeführt.  
Der Kontaktwinkel θ bezeichnet den Winkel, den ein Tropfen auf einer Oberflä-
che zu dieser bildet. Gemessen wird dabei der Winkel im Inneren des Tropfens.  
Die Größe des Winkels zwischen Flüssigkeit und Oberfläche hängt von der 
Wechselwirkung zwischen den Stoffen an der Berührungsfläche ab. Je geringer 
die Wechselwirkung, desto größer der Winkel θ und umgekehrt.  
Es wurden zwei beschichtete Goldoberflächen hergestellt. Um die hydrophobe 
Oberfläche herzustellen wurde ein mit Gold beschichtetes Glasplättchen in 1 
mM Hexadekanthiol in n-Heptan inkubiert. Zur Herstellung der hydrophile Ober-
fläche wurde das Glasplättchen in 1 mM Mercaptoundecansäure in Ethanol in-
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kubiert. Anschließend wurden 5 mg/mL Proteinlösung in einem Tris-HCl Puffer 
(pH 8) und einem Acetatpuffer (pH 5,5) mit einem Volumen von 1 µL auf die 
entsprechenden Oberflächen aufgebracht.  
 
Abbildung 56 Kontaktwinkelmessungen von KpFlo11A1 und ScFlo11A auf hydrophober (A) und 
hydrophiler Oberfläche (B). Die Konzentration von KpFlo11A1 und ScFlo11A betrug 0,5 mg/mL in 
einem Volumen von 1 µL. Der Winkel θ wurde über drei Minuten in einem Abstand von einer Minute 
gemessen. Durch Verdunstung werden die Winkel generell über die Zeit kleiner. Es wurden drei 
unabhängige Messungen durchgeführt und der Mittelwert dargestellt. Die Standardabweichung 
wurde der Übersicht halber nicht in die Darstellung mitaufgenommen.  
Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen sind in Abbildung 56 dargestellt. 
Auf der hydrophoben Oberfläche bilden beide Flo11A Domänen einen An-
fangswinkel von 102 bis 105°, während die beiden Puffer einen Winkel von 
110° bilden. Somit ist die Wechselwirkung der beiden Proteine mit der hydro-
phoben Oberfläche größer Im Vergleich mit den jeweiligen Puffern. Über die 
Zeit verdunsten die Flüssigkeiten, wodurch sich die gemessenen Winkel unab-
hängig von der Oberfläche verringern. Auf der hydrophilen Oberfläche ist die 
Situation umgekehrt. Die beiden Proteine zeigen hier Anfangswinkel von 80 bis 
85°, während für beide Puffer deutlich kleinere Winkel von 58 bis 60° beobach-
tet werden. Somit ist die Wechselwirkung von KpFlo11A1 und ScFlo11A mit der 
hydrophilen Oberfläche geringer im Vergleich mit den reinen Puffern. Die unter-
schiedlichen Puffer scheinen keinen Einfluss auf die Kontaktwinkel der Proteine 
zu haben.  
Dieses Experiment zeigt, dass die Flo11A Domänen eine größere Affinität zu 
hydrophoben als zu hydrophilen Oberflächen haben. Damit scheint die in Sekti-
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on 2.5.6 analysierte Oberflächenhydrophobizität mit den Eigenschaften der Pro-
teine in Lösung zu korrelieren.  
4.5.7 Bindungsstudien der KpFlo11A1-Interaktion 
Die Struktur von KpFlo11A1 zeigte ein strukturelles Arrangement mit zwei Bän-
dern von aromatischen Aminosäuren, eingebettet in Streifen von sauren Res-
ten. Da ScFlo11A über ähnliche Eigenschaften verfügt, sollte überprüft werden, 
ob bei KpFlo11A1 ähnliche Interaktionseigenschaften wie bei ScFlo11A beo-
bachtet werden können.  
Dazu wurden analog zu ScFlo11A SPR-Messungen mit der KpFlo11A1 Domä-
ne durchgeführt. KpFlo11A1 wurde über Amin-Kupplung kovalent auf einen 
CM5 Chip immobilisiert und als Analyt für eine homophile Interaktion verwen-
det. Die Ergebnisse sind in Tabelle 35 und Abbildung 57 dargestellt. Bei pH 5,5 
konnte eine KD von 31,8 ± 1,1 µM für die KpFlo11A1-KpFlo11A1 Interaktion 
bestimmt werden. Bei diesem pH-Wert ist KpFlo11A1 nahezu ungeladen, was 
eine Interaktion über die aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin begüns-
tigt. Diese Affinität ist in der gleichen Größenordnung wie die homophile 
ScFlo11A-ScFlo11A Interaktion (19,5 ± 2,3 µM). Puffer mit einem höheren pH 
resultierten in einem fast vollständigen Verlust der Bindung (Abbildung 57C). 
Die Abstoßung kann durch die sauren Reste erklärt werden, welche bei diesem 
pH eine negative Ladung tragen und eine Interaktion über die aromatischen 
Reste verhindern. In diesem Punkt gleicht KpFlo11A1 ScFlo11A, da auch hier 
ein Verlust der Bindungskompetenz bei höherem pH-Wert beobachtet werden 
konnte.  
Beide Flo11A Domänen zeigen eine ähnliche, aber nicht identische, Gruppie-
rung der aromatischen Reste. Daher wurde in einem zweiten Experiment die 
heterophile KpFlo11A1-ScFlo11A Interaktion untersucht. Dafür wurde ScFlo11A 
als Analyt in Lösung gehalten und KpFlo11A1 auf dem CM5 Chip immobilisiert. 
Eine ScFlo11A-KpFlo11A1 Interaktion konnte so nachgewiesen werden. Die 
heterophile KpFlo11A1-ScFlo11A Interaktionsstärke ist mit einer KD von 
112,1 ± 9,3 µM allerdings deutlich reduziert gegenüber den homophilen 
ScFlo11A-ScFlo11A und KpFlo11A1-KpFlo11A1 Interaktionen.  
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Tabelle 35 Ergebnisse und Statistiken aus der SPR Analyse der ScFlo11A-ScFlo11A, KpFlo11A1-
KpFlo11A1 und KpFlo11A1-ScFlo11A Interaktion. Die Berechnungen wurden mit der BIAEvaluie-
rungssoftware durchgeführt.  
 
Um zu überprüfen, ob die heterophile Interaktion bei der Komplexbildung oder 
der Dissoziation beeinträchtigt wird, wurde eine kinetische Analyse auf Grund-
lage der SPR Daten durchgeführt. So können die Assoziationskonstante (kon) 
und Dissoziationskonstante (koff) bestimmt werden. Diese sind in Tabelle 35 
dargestellt. Interessanterweise sind die koff Werte in der gleichen Größenord-
nung, sowohl für die homophilen, als auch die heterophilen Interaktionen. Die 
Assoziationskonstante (kon) hingegen ist für die heterophile KpFlo11A1-
ScFlo11A Interaktion stark verringert im Vergleich zu den homophilen Interakti-
onen. Dies zeigt, dass vor allem die Assoziation der zwei verschiedenen Flo11A 
Domänen betroffen ist.  
 
 
 
 
Affinitäts-Analyse (steady-state Bindung 1:1) 
Ligand Analyt KD (µM)    
ScFlo11A ScFlo11A 19,5 ± 2,3    
KpFlo11A1 KpFlo11A1 31,8 ± 1,1    
KpFlo11A1 ScFlo11A 121,1 ± 9,3    
Kinetische Analyse (1:1 Bindungsmodell) 
Ligand Analyt Kon (M-1s-1) Koff (s-1) KD (M)  
ScFlo11A ScFlo11A 414,0 10,6E-4 2,6E-6  
KpFlo11A1 KpFlo11A1 178,3 15,5E-4 8,7E-6  
KpFlo11A1 ScFlo11A 11,8 9,3E-4 7,9E-5  
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Abbildung 57 SPR Bindungsanalyse der KpFlo11A1-KpFlo11A1 und KpFlo11A1-ScFlo11A Interak-
tionen. (A) Sensorgramm der KpFlo11A1-KpFlo11A1 Interaktion bei pH 5,5 mit konzentrationsab-
hängigem Fit (rechts). KpFlo11A1 wurde immobilisiert und als Analyt in Lösung von 5 bis 270 µM 
eingesetzt. (B) Sensorgramm der KpFlo11A1-ScFlo11A Interaktion bei pH 5,5 mit konzentrations-
abhängigem Fit (rechts). KpFlo11A1 wurde immobilisiert und ScFlo11A als Analyt von 5 bis 350 µM 
eingesetzt. (C) Sensorgramm der KpFlo11A1-KpFlo11A1 Interaktion bei pH 7,5. Rechts sind die 
eingesetzten Analyt-Konzentrationen zu sehen.  
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4.5.8 SAXS Analyse von KpFlo11A1 
Um die strukturellen Eigenschaften der KpFlo11A1 Domäne in Lösung zu ana-
lysieren wurden SAXS Experimente in verschiedenen Konzentrationen bei pH 8 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 58 dargestellt.  
 
Abbildung 58 SAXS Experimente von KpFlo11A1 bei pH 8. Der Konzentrationsbereich lag bei 1-
14 mg/mL. Die pair-distribution function wurde mit Hilfe von GNOM berechnet214. Dmax wurde durch 
Autognom bestimmt. Die Berechnung der Hülle erfolgte mit DAMMIF199. Die Strukturen von 
KpFlo11A1 wurden manuell in die Hüllen eingepasst. 
Die Pair-distribution function zeigt einen Dmax von 10,70 nm für die KpFlo11A1 
Domäne bei pH 8 an. Die Abmessungen der Kristallstruktur zeigen eine Fläche 
von 41 x 55 Å2 für diese Flo11A Domäne. Hier ist die stabähnliche Verlänge-
rung der SAXS Struktur nicht zugerechnet. KpFlo11A1 zeigt eine ähnliche 
strukturelle Form in Lösung wie die ScFlo11A Domäne, was sehr gut mit der 
Form der Kristallstruktur korreliert. Im Anhang befinden sich die Streukurven, 
Guinier Plots und Kratky Plots.  
4.5.9 Untersuchungen zur Dimerbildung der Flo11A Domäne 
Die Flo11A Domänen aus S. cerevisiae und K. pastoris zeigten ein homotypi-
sches Bindungsverhalten bei pH 5,5. Bei diesem pH sind beide Domänen na-
hezu ungeladen, sodass von einer Interaktion über die aromatischen Reste 
ausgegangen wird.  
Durch die Biacore Analysen konnte eine Flo11A-Flo11A Interaktion bei pH 5,5 
mit einer KD von 20 µM für die ScFlo11A-ScFlo11A bzw. 30 µM für KpFlo11A1-
KpFlo11A1 bestimmt werden. Das heißt, bei Konzentrationen von 20 µM (0,46 
mg/ml für ScFlo11A) und 30 µM (0,66 mg/mL für KpFlo11A1) sollten die 
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A-Domänen zu 50 % als dimere Spezies vorliegen. Mit Hilfe der im Methoden-
Abschnitt 3.3.5 beschriebenen Formeln kann anhand der KD die Anzahl an the-
oretisch gebildeten dimeren Spezies bei jeder Proteinkonzentration Mo berech-
net werden (Abbildung 59).  
 
Abbildung 59 Anteil an theoretisch möglichem Dimer für die einzelnen Flo11A-Flo11A Interaktio-
nen. Ausgehend von der KD (= 50 % Dimer) kann durch Einsetzen einer Proteinkonzentration M0 in 
die Formeln (1) und (2) der Anteil an Dimer berechnet werden. Die gestrichelte Linie zeigt die Höhe 
der KD bei 50 % an.  
Die beiden homotypischen Interaktionen (ScFlo11A-ScFlo11A und KpFlo11A1-
KpFlo11A1) einen ähnlichen kurvenverlauf, da auch beide eine ähnliche KD 
aufweisen. Die heterotypische ScFlo11A-KpFlo11A1 Interaktion hingegen zeigt 
eine flachere Kurve, da die KD hier auch deutlich größer ist. Aus diesen Be-
rechnungen geht hervor, dass bei Konzentrationen über 2 mg/mL bei pH 5,5 
sowohl ScFlo11A, als auch KpFlo11A1 zum Großteil als dimere Spezies in Lö-
sung vorliegen sollten. 
Um die Dimerbildung in Lösung näher zu untersuchen, wurden die monomeren 
Spezies der aufgereinigten Flo11A Domänen weiter mittels analytischer Grö-
ßenausschlusschromatographie untersucht (Abbildung 60).  
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Abbildung 60 Analytische Gelfiltration der Flo11A Domänen aus S. cerevisiae (ScFlo11A) und K. 
pastoris (KpFlo11A1) bei verschiedenen pH-Werten. Die aufgetragene Proteinkonzentration betrug 
5 mg/mL bei einem Volumen von 100 µL mit einer Superdex 200 10/300 GL bei 7 °C. Die Kalibrie-
rung der Säule ist als Einschub oben rechts gezeigt. Zwei verschiedene Puffer (20 mM Ace-
tat/Essigsäure pH 5,5 und 20 mM HEPES pH 7,5) wurden als Laufpuffer verwendet. KpFlo11A1 zeigt 
bei pH 7,5 eine kleine Schulter, die der dimeren Spezies zugeordnet werden konnte  
Beide Flo11A Domänen eluieren fast ausschließlich als monomere Spezies. 
Lediglich KpFlo11A1 zeigt bei pH 7,5 eine kleine dimere Schulter auf Höhe des 
Dimers. Bei diesem pH sollten die Domänen aber negative Ladungen auf der 
Oberfläche tragen und keine physiologisch relevante Interaktion zeigen. Mög-
licherweise handelt es sich hier um polare oder elektrostatische Interaktionen.  
Dennoch wurden die dimeren Fraktionen ankonzentriert und für SAXS Experi-
mente genutzt. Für ScFlo11A konnten in der präparativen Größenausschluss-
chromatographie auch kleinere dimere Fraktionen erhalten werden, die eben-
falls für eine SAXS Analyse genutzt werden konnten. Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 61 dargestellt. Die pair-distribution function zeigt einen Dmax von 9,53 
nm für ScFlo11A und 11,02 nm für KpFlo11A. Die anschließende Modellierung 
wurde mit dem Dammif in der Symmetrie P2 durchgeführt. Die modellierte Form 
entspricht der Größe der dimeren Spezies.  
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Abbildung 61 SAXS Analyse der dimeren Spezies von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Fraktionen 
wurden aus den präparativen Gelfiltrationen gewonnen (Abbildung 16 für ScFlo11A und Abbildung 
48 für KpFlo11A1). Die Konzentrationen lagen zwischen 1 und 5 mg/mL. Die pair-distribution func-
tion wurde mit Hilfe von GNOM berechnet214. Dmax wurde durch Autognom bestimmt. Die Berech-
nung der Hülle erfolgte mit DAMMIF199. Die Strukturen von KpFlo11A1 und ScFlo11A wurden ma-
nuell in die Hüllen eingepasst. 
Die SAXS Experimente der dimeren Spezies legen den Schluss nahe, dass es 
sich bei den dimeren Fraktionen aus der Größenausschlusschromatographie 
nicht um eine physiologische relevante Dimerbildung handelt, sondern um zwei 
Flo11A Domänen, die möglicherweise über falsch geknüpfte Disulfidbrücken in 
der Apical region verbunden sind. Im Anhang befinden sich die Streukurven, 
Guinier Plots und Kratky Plots.  
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Abbildung 62 Dynamic Light Scattering der monomeren Spezies von ScFlo11A bei pH 5,5. Links ist 
der Durchschnitt der Partikelverteilung gezeigt mit der Kristallstruktur von ScFlo11A als Einschub. 
Rechts die zeitliche Entwicklung der Partikelverteilung. Die Konzentration von ScFlo11A betrug 10 
mg/mL. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.  
Um zu überprüfen, ob sich bei pH 5,5 dimere Spezies bilden können, wurde 
eine Lösung von 10 mg/mL ScFlo11A in Acetatpuffer pH 5,5 mittels Dynamic 
Light Scattering (DLS) untersucht. Mit Hilfe von DLS kann die Größe und Grö-
ßenverteilung von Molekülen und Partikeln in einer Lösung untersucht werden. 
Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 62 dargestellt. Der durch-
schnittliche hydrodynamische Radius der Proteinlösung zeigt einen Peak, der 
zur Größe der monomeren Spezies passt. Der zeitliche Verlauf zeigt ebenfalls 
die Stabilität des Monomers über einen Zeitraum von mehr als 5 Stunden.  
Auch unter den Bedingungen von pH 5,5 scheinen sich demnach keine mess-
baren dimeren Spezies in Lösung zu bilden, die auch physiologisch relevant 
sind. Ein möglicher Grund hierfür könnte sein, dass es kein genau definiertes 
Interaktions-Interface einer 1:1 Flo11A-Flo11A Bindung gibt.  
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4.6 Die Flo11A Domänen KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 
In Komagataella pastoris finden sich neben KpFlo11-1 noch zwei weitere Ver-
treter aus der Flo11 Familie. Diese wurden analog zu KpFlo11-1 als KpFlo11-2 
und KpFlo11-3 bezeichnet. Beide Proteine verfügen über eine einzelne N-
terminale Flo11A Domäne, die jeweils eine sehr hohe Sequenzidentität von 93 
% zueinander aufweisen (Abbildung 63). Zu KpFlo11-A1 zeigen beide Domä-
nen nur jeweils eine Sequenzidentität von 66 %.  
 
Abbildung 63 Sequenzidentitäten von Flo11A Domänen aus Komagataella pastoris. Die Angaben 
beziehen sich auf die prozentuale Sequenzidentität und wurden mittels Clustal Omega berechnet.  
4.6.1 Produktion von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 
Die Gensequenzen von KPFLO11-2A und KPFLO11-3A wurden in den Expres-
sionsvektor pET28a mit N-terminalem His6-Tag kloniert. Die Expression erfolgte 
analog zu KpFlo11A1 in E. coli T7 Shuffle Express mit 0,05 mM IPTG als Induk-
tion. Die Ausbeute lag mit 12-15 mg/mL im vergleichbaren Rahmen zu den an-
deren Flo11A Domänen. Die präparative Größenausschlusschromatographie 
nach der NiNTA zeigt, dass saubere, monomere Proben von beiden Flo11A 
Domänen erhalten werden konnten (Abbildung 64).  
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Abbildung 64 Präparative Größenausschlusschromatographie von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A. 
KpFlo11-2A wurde mit einer Superdex 200 16/60 aufgereinigt, KpFlo11-3A mit einer Superdex 75 
16/60. Als Laufpuffer wurde 20 mM HEPES, pH 7,50 mM NaCl verwendet.  
Die Fraktionen auf Höhe des Monomers und die Fraktionen des Dimers wurden 
ankonzentriert und mittels reduzierender SDS-PAGE auf Reinheit und Größe 
untersucht (Abbildung 65). Das theoretische Molekulargewicht beträgt für beide 
Flo11A Domänen 21 kDa und diese konnten auch als saubere, monomere 
Fraktioen erhalten werden. Die dimere Spezies von KpFlo11-3A wurde eben-
falls auf das Gel aufgetragen und läuft auf der Höhe der erwarteten Größe des 
Dimers (ca. 42 kDa).  
 
Abbildung 65 SDS PAGE von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A nach präparativer Größenausschluss-
chromatographie.  
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Die dimeren Fraktionen von KpFlo11-3A scheinen auch unter den Bedingungen 
einer reduzierenden SDS-PAGE stabil zu sein, obwohl in den Fraktionen auch 
Banden auf Höhe der monomeren Spezies vorhanden sind.  
4.6.2 CD Spektroskopie von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 
Eine erste strukturelle Untersuchung wurde mittels CD Spektroskopie bei ver-
schiedenen pH-Werten vorgenommen. KpFlo11-2A denaturiert bei pH 5 irrever-
sibel, weshalb alle Messungen lediglich bei pH 6, 7 und 8 durchgeführt werden 
konnten. Beide Flo11A Domänen zeigen im FernUV pH-unabhängige Spektren 
mit hohen β-Faltblattanteilen. Der charakteristische Peak bei 230 nm von 
KpFlo11A1 ist hier allerdings weniger stark ausgeprägt. Die Faltungsstabilität 
scheint bei beiden Domänen bei pH 7 am größten zu sein. KpFlo11-2A besitzt 
hier einen Schmelzpunkt (Tm) von 62 °C und KpFlo11-3A von 57 °C. Bei pH 6 
und 8 zeigt KpFlo11-2A einen Tm von 45 bzw. 55 °C. KpFlo11-3A zeigt einen 
Tm von 46 °C für pH 5 und 51 °C bei pH 6 und 8. Eine Rückfaltung konnte nicht 
beobachtet werden, auch wenn es hier Anzeichen von molten globule state gibt.  
KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigen ein sehr ähnliches Bild bei der CD Spekt-
roskopie, das sich aber in Hinsicht auf Faltungsstabilität und den weniger aus-
geprägten Peak bei 230 nm vom KpFlo11A1 unterscheidet (Abbildung 66). Die 
Faltungsstabilitäten von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A (62 bzw. 57 °C bei pH 7) 
ähneln sogar eher dem Tm der KpFlo11A1 Variante mit reduzierten Disulfidbrü-
cken durch Anwesenheit von DTT (56 °C).  
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Abbildung 66 CD Spektroskopie von KpFlo11-2A (linke Reihe) und KpFlo11-3A (rechte Reihe) im 
Vergleich. (A) FernUV CD Spektroskopie. (B) FernUV CD Spektroskopie nach Hitzedenaturierung. 
(C) Schmelzpunktanalyse bei 215 nm. (D) Rückläufiger Temperaturscan nach Hitzedenaturierung.  
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4.6.3 Kristallisation von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 
KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigten ihre größten Faltungsstabilitäten bei pH 7. 
Daher wurden beide Domänen für die Kristallisation in 20 mM HEPES, pH 7, 
50 mM NaCl eluiert. Die Konzentration für KpFlo11-2A betrug 46 mg/mL und 49 
mg/mL für KpFlo11-3A. Zum Einsatz kamen die sparse matrix screens AmSO4, 
Anions, Classics, Classics Lite, Cryos, JCSG+, JCSG Core I, JCSG Core II, 
JCSG Core III, JCSG Core IV, MBC I, MBC II, PACT, und JB Penta bei 4 °C 
und 18 °C.  
Für beide Flo11A Domänen konnten keine Kristalle unter den oben genannten 
Bedingungen erhalten werden. Daher wurde eine Modellierung der Primärse-
quenzen mit Hilfe des Programms MODELLER und der Kristallstruktur von 
ScFlo11A als Templat durchgeführt (Abbildung 67).  
 
Abbildung 67 Homologiemodelle von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A im Vergleich mit den Kristall-
strukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Modellierung von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A wurde 
mit dem Programm MODELLER und der Kristallstruktur von ScFlo11A als Templat durchgeführt. 
Die Positionen der Cysteine bzw. Disulfidbrücken sind von 1 bis 4 nummeriert.  
Die Modelle von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigen, dass die FN3 Domäne 
den Modellen zufolge auch hier konserviert ist. Das Vorhandensein von Disul-
fidbrücken scheint sich bei allen vier Flo11A Domänen zu unterscheiden. Durch 
einen strukturellen Vergleich konnten vier Positionen von Disulfidbrücken identi-
fiziert werden (Abbildung 67). Die Disulfidbrücken 1-3 sind in ScFlo11A und 
KpFlo11A1 konserviert, während KpFlo11A1 noch eine weiter auf Position 4 
besitzt. Bei KpFlo11-2A und KpFlo11-3A scheinen die Positionen 1, 2 und 4 
vorhanden zu sein, während hier die dritte zu fehlen scheint. Das Fehlen dieser 
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Disulfidbrücke könnte zu der niedrigeren Faltungsstabilität beitragen im Ver-
gleich zu den Flo11A Domänen ScFlo11A und KpFlo11A1.  
4.6.4 SAXS Analyse von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 
Um das Verhalten der beiden Flo11A Domänen in Lösung zu analysieren wur-
den mit den ausgereinigten Proteinen SAXS Analysen durchgeführt. Dabei 
wurden monomere Spezies von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A und dimere Spe-
zies von KpFlo11-3A untersucht. Die pair-distribution function und die Modellie-
rung der entsprechenden Hüllen sind in Abbildung 68 dargestellt.  
Die pair-distribution function ergab für KpFlo11-2A einen Dmax von 9,97 nm und 
für KpFlo11-3A 10,03 nm. Die Werte wurden über die Funktion Autognom be-
rechnet. Die modellierten Hüllen (Symmetrie P1) zeigen ähnliche Formen, wie 
für ScFlo11A und KpFlo11A, sodass zusammen mit den Homologiemodellen 
davon ausgegangen werden kann, dass diese tatsächlich auch eine ähnliche 
Struktur aufweisen. Die modellierten Strukturen wurden nicht in die Hüllen ein-
gepasst, da es sich lediglich um Homologiemodelle handelt.  
Die pair-distribution function für die ankonzentrierten dimeren Fraktionen aus 
der Größenausschlusschromatographie für KpFlo11-3A ergab einen Dmax von 
14,24 nm durch Autognom. Die modellierte Hülle (Symmetrie P2) zeigt eine 
ähnliche Form wie die dimeren Spezies für ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Frak-
tion war zudem unter den Bedingungen einer reduzierenden SDS PAGE teil-
weise stabil und wurden bei pH 7 erhalten (fernab des pI). Dies deutet darauf 
hin, dass die dimeren Flo11A Spezies, die durch die präparative Größenaus-
schlusschromatographie erhalten wurden, keine physiologische Relevanz ha-
ben. Möglicherweise sind sie durch falsch geknüpfte Disulfidbrüchen in der Api-
cal region entstanden. Im Anhang befinden sich die Streukurven, Guinier Plots 
und Kratky Plots.  
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Abbildung 68 SAXS Analyse von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A. Die Konzentrationen für KpFlo11-2A 
(monomer) lagen zwischen 1 bis 17 mg/mL, für KpFlo11-3A (Monomer) zwischen 0,8 bis 12 mg/mL 
und für KpFlo11-3A (Dimer) bei 1,5 bis 4,6 mg/mL. Die pair-distribution function wurde mit Hilfe von 
GNOM berechnet214. Dmax wurde durch Autognom bestimmt. Die Berechnung der Hülle erfolgte mit 
DAMMIF199.  
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5 Diskussion 
Hefen bestehen aus einer Gruppe ca. 1500 taxonomisch und phylogenetisch 
nicht miteinander verwandter Pilze, die in der Lage sind, vegetativ als einzellige 
Organismen zu wachsen. In Hefen vermittelt eine Familie GPI-verankerter Zell-
wandproteine (Adhäsine/Flokkuline) spezifische Adhäsion an zelluläre und 
nicht-zelluläre Oberflächen. In dieser Arbeit wurden Adhäsine aus zwei Vertre-
tern der Familie der Saccharomycetaceae untersucht, nämlich der Bäckerhefe 
Saccharomyces cerevisiae und der methylotrophen Hefe Komagataella pasto-
ris. Die Flokkuline von S. cerevisiae können in zwei Gruppen unterteilt werden. 
Die erste beinhaltet Flo1, Flo5, Flo9 und Flo10, die terminale Mannosereste auf 
der Zelloberfläche erkennen und dadurch Flockenbildung vermitteln können. 
Die N-terminale Bindedomäne dieser Lektine besteht aus einer PA14 Domäne 
und beinhaltet ein Calcium-Bindemotiv, wo zwei Aspartat-Reste durch eine cis-
Peptidbindung verknüpft sind, um ein Ca2+-Ion zu koordinieren. Die zweite 
Gruppe wird durch Flo11 repräsentiert, welches an der Ausbildung verschiede-
ner Arten multizellulärer Strukturen wie Biofilmen, Flors oder Filamente beteiligt 
ist. Die N-terminale Bindedomäne von Flo11 zeigt keinerlei Homologie zu der 
PA14 Domäne und repräsentiert eine eigene Pfam Familie (PF10182).  
Die methylotrophe Hefe K. pastoris ist ein in der Biotechnologe weitverbreiteter 
Organismus zur Proteinproduktion. Der Lebensstil und die Entwicklung von 
Phänotypen wie Biofilme oder Flocken ist in K. pastoris allerdings weitaus we-
niger gut erforscht.  
In dieser Arbeit wurde die Flo11A Domäne aus den S. cerevisiae Stämmen 
S288C und Σ1278b auf ihre strukturellen und adhäsiven Eigenschaften unter-
sucht.  
In K. pastoris wurden ebenfalls Flo5- und Flo11-artige Orthologe identifiziert. 
Diese besitzen allerdings nur eine geringe Sequenzidentität von 30 % zu ihren 
Pendants in S. cerevisiae. Drei Zellwandproteine des Flo11-Typs aus K. pasto-
ris wurden hier untersucht und ihre Eigenschaften mit denen aus S. cerevisiae 
verglichen.  
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5.1 Die Struktur der Flo11A Domäne 
Die ScFlo11A Struktur zeigte eine globuläre, keilförmige Domäne mit einem 
komplexen Faltungsmotiv aus drei antiparallelen β-Faltblättern. Dabei formen 
die β-Faltblätter I und II die Fibronectin Typ III (FN3) Domäne. Die Gesamtgrö-
ße der Flo11A Domäne mit 54 x 48 x 23 Å3 ist vergleichbar mit den PA14-
artigen A-Domänen von Flo5 aus S. cerevisiae oder Epa1 aus Candida glabra-
ta. Die Topologien der PA14 Domäne und der FN3 Domäne sind aber gänzlich 
verschieden (Abbildung 69).  
 
Abbildung 69 Topologie der PA14 Domäne (blau) im Vergleich mit der Topologie der FN III Domäne 
(rosa). Die PA14 Domäne aus Bacillus anthracis (PDB code: 1ACC) ist in blau dargestellt (links). 
Die FN III Domäne (Homo sapiens) ist in rot dargestellt (rechts). In der Mitte ist eine strukturelle 
Überlagerung gezeigt zwischen der PA14 Domäne und der FN III Domäne mit einem root-mean-
square deviation von 11,35 Å für 87 Cα Atome. Die PA14 Domäne zeigt einen β-Sandwich mit einer 
jelly-roll Topologie im Vergleich mit der Topologie der FN III Domäne (unten).  
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Die PA14 Domäne ist die erste Domäne des protective antigen (PA) aus Bacil-
lus anthracis, welches aus insgesamt vier Domänen aufgebaut ist. Durch prote-
olytische Spaltung an einem Loop in Domäne 1 wird diese freigesetzt und spielt 
für die Wirkung des Toxins keine weitere Rolle mehr221, 222. Die PA14 Domäne 
besteht aus einem β-Sandwich mit einer jelly-roll-artige Topologie und kleineren 
α-helikalen Anteilen223. Die FN III Domäne besteht ebenfalls aus einem β-
sandwich, der aus zwei antiparallelen β-Faltblättern gebildet wird224. Beide Do-
mänen zeigen allerdings keine Homologie zueinander, was sich in dem r.m.s.d. 
von 11,35 Å über 87 Cα Atome widerspiegelt (Abbildung 69).  
Die Fibronectin Typ III Domäne selbst ist der Namensgeber einer großen Sub-
familie (FN III Familie oder s-Typ Immunoglobulin Familie) der Immunoglobulin 
Superfamilie. Zur FN III Familie gehören Zelladhäsionsproteine, Zelloberflä-
chenhormone, Zytokinrezeptoren, Kohlenhydratbindedomänen, usw225-227. Die-
se Proteine sind alle an der Erkennung und spezifischen Bindung an andere 
Moleküle beteiligt206. Dabei werden die Erkennungsstellen für den Liganden von 
den Oberflächenloops geformt, was die FN III Domäne zu einem effektiven Ge-
rüst macht, auf das Loops zur spezifischen Ligandenerkennung gebaut werden 
können228, 229. Dies zeigt sich auch in der Kristallstruktur von ScFlo11A. Die 
aromatischen Reste, die für eine homotypische Bindung verantwortlich sind, 
befinden sich hauptsächlich in der Apical region, welche zum Großteil aus 
Loop-Elementen besteht.  
In mehreren Studien wurden die Oberflächen-Loops von verschiedenen FN III 
Domänen untereinander getauscht, wodurch sich deren thermische Stabilität 
nicht geändert hat230-232. Dies zeigt, dass die FN III Domäne beträchtliche Ver-
änderungen in der Sequenz der Loop Regionen tolerieren kann233. Die in dieser 
Arbeit behandelten Flo11A Strukturen von ScFlo11A, ΣFlo11A und KpFlo11A1 
haben alle eine Fibronectin Typ III Domäne als Kernstruktur und unterscheiden 
sich hauptsächlich durch die Struktur der Loop-Regionen. Das Homologiemo-
dell von ΣFlo11A zeigt, dass sogar eine Insertion von 15 Aminosäuren in den 
Loop-Regionen möglich ist. Diese Beobachtungen stützen die These, dass sich 
die FN III Domäne als ein mögliches Target für protein engineering eignet. 
Durch Variation bzw. Austausch der Loop-Regionen können so stabile Proteine 
entwickelt werden, welche mit hoher Affinität an Zielproteine binden234-236.  
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Trotz sehr unterschiedlicher Sequenzen und biologischer Funktionen finden 
sich FN III Domänen in vielen tierischen und bakteriellen Proteinen. ScFlo11A 
ist allerdings das erste strukturelle Beispiel einer FN III Domäne in Pilzen, die 
Adhäsion vermittelt. FN III Domänen wurden in Pilzen zunächst nur durch hid-
den Markov models vorhergesagt, u.a. bei dem cargo adaptor protein Chs5 aus 
S. cerevisiae und einer γ-Untereinheit des translationalen Elongationsfaktors 
Yef3237, 238. In dem strukturell charakterisierten cystosolischen Chs5 cargo 
adaptor vermittelt die FN III Domäne Protein-Protein Interaktionen durch Rekru-
tieren der GTPase Arf1.  
Um die Konservierung der kritischen Reste innerhalb der Flo11A Familie zu 
untersuchen, wurde in Abbildung 27 (Abschnitt 4.2.4) ein multiples Sequenz 
Alignment (MSA) mit Sequenzen durchgeführt, die maximal 50 % Sequenziden-
tität zu ScFlo11A aufweisen, durchgeführt. Mit Hilfe des consurf Servers wurde 
dieses Alignment über die Struktur von ScFlo11A gelegt (Abbildung 70).  
 
Abbildung 70 Analyse der konservierten Reste der ScFlo11A Struktur. Mit Hilfe des consurf ser-
vers239, 240 wurde das in Abbildung 27 dargestellte Multiple Sequenz Alignment (MSA) auf die Kris-
tallstruktur von ScFlo11A gelegt. Die höher konservierten Bereiche sind in rosa, die weniger kon-
servierten in cyan dargestellt.  
Die consurf Analyse zeigt, dass die FN III Domäne sehr gut konserviert ist, wäh-
rend die apikalen Loop-Regionen im Gegensatz dazu weniger gut konserviert 
sind. Dies ist ein weiterer Beleg für die hohe Variabilität der Loop-Regionen der 
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FN III-basierten Flo11A Domänen. Diese können je nach Funktion für unter-
schiedliche Aufgaben angepasst werden.  
Die FN III Domäne ist eine der wenigen Mitglieder der Immunoglobulin Super-
familie, die selbst keine Disulfidbrücken besitzt. Allerdings sind in den Kristall-
strukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1 die N und C Termini durch zwei Disul-
fidbrücken stabilisiert. Diese Fixierung der Kernstruktur der Flo11A Domänen 
ähnelt den sonst strukturell nicht-verwandten ScFlo5 und CgEpa1 Adhäsinen. 
Dort wurde die Fixierung der N und C Termini als Barriere gegen die freie Rota-
tion der A-Domäne relativ zur B Region gesehen. So kann eine stabile Präsen-
tation der A-Domäne auf der Zelloberfläche gewährleistet werden. In den Struk-
turen von ScFlo11A und KpFlo11A1 findet sich eine dritte konservierte Disulfid-
brücke, die die Neck region mit der FN III Domäne verbindet und damit der Ge-
samtstruktur eine größere Stabilität verleiht.  
 
Abbildung 71 Vergleich der Neck Regionen von ScFlo5A, ScFlo11A (S. cerevisiae) und CgEpa1A 
(C. glabrata). Die für diese Region relevanten Disulfidbrücken sind als Kugeln hervorgehoben. Die 
Neck Region bildet den Übergang zur B-Domäne.  
Die Neck region bildet den Übergang zur B-Domäne. In Abbildung 71 sind die 
Kristallstrukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1 den Homologiemodellen von 
KpFlo11-2A und KpFlo11-3A gegenübergestellt. Bei allen Flo11A Strukturen 
besteht diese aus einem antiparallelen β-Faltblatt. Bei den Modellen von 
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KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigt sich allerdings, dass die N- und C-Termini 
lediglich durch eine Disulfidbrücke stabilisiert sind. Auf diese Weise könnte eine 
etwas flexiblere und weniger rigide Präsentation der A-Domäne möglich sein.  
5.2 Die funktionellen Elemente von Flo11A 
Flo11 ist an der Ausbildung vieler verschiedener Phänotypen beteiligt. Dazu 
zählen multizelluläre Strukturen wie Biofilme, Flors oder Filamente. So unter-
schiedlich diese auch in der Erscheinung sind, haben sie dennoch alle entwe-
der Zell-Zell oder Zell-Oberflächen Adhäsion als gemeinsames, verbindendes 
Element.  
5.2.1 Die aromatischen Reste 
Die Kristallstruktur der Flo11A Domäne zeigte keine Bindestelle für (kleinere) 
Liganden wie das z.B. bei den Lektinen Epa1A und Flo5A der Fall ist. Stattdes-
sen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Flo11A homotypische Interak-
tionen über oberflächenexponierte aromatische Reste vermittelt. Bereits frühere 
Studien legten eine homophile Flo11-Flo11 Interaktion nahe85. In einer Studie 
wurde ein kleines, hydrophobes und basisches Oligopeptid, PAF26 
(RKKWFW), als Verstärker für die Bildung von Biofilmen gefunden241. Dieses 
sollte als „Brücke“ zwischen den Zellen fungieren. Die Kristallstruktur von 
Flo11A würde diese Hypothese insofern stützten, dass die homotypische 
Flo11A-Flo11A Interaktion ebenfalls über aromatische Reste (Typtophan und 
Tyrosin) abläuft und so eine Verstärkung durch die aromatischen Reste WFW 
möglich wäre.  
Die Reste, die die aromatischen Bänder in der Struktur von Flo11A bilden, sind 
innerhalb der Flo11 Proteinfamilie gut konserviert, sodass von einer funktionel-
len Rolle ausgegangen werden kann. Diese finden sich auch an den korres-
pondierenden Positionen in den Homologiemodellen von KpFlo11-2A und 
KpFlo11-3A (Abbildung 72).  
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Abbildung 72 Homologiemodelle von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A mit hervorgehobenen aromati-
schen Resten Tryptophan und Tyrosin (grau). Die Ellipsen zeigen die Position der Aromatischen 
Bänder.  
Dennoch ist es wahrscheinlich, dass nicht ein einziger Rest innerhalb der aro-
matischen Bänder, sondern vielmehr die darauf gegründete Hydrophobizität, 
kritisch für eine adhäsive Funktion der Flo11A Domänen ist. Die Oberflächen-
bänder, bestehend aus Tryptophanen und Tyrosinen, erhöhen die Hydrophobi-
zität der Zelloberfläche, wodurch eine Interaktion mit hydrophoben Oberflächen 
möglich wird. Trotz der exponierten Lage der aromatischen Reste, scheinen 
diese Reste hochgeordnet, wie die Kristallstrukturen zeigen. Die CD Spektro-
skopie Messungen der verschiedenen Flo11A Domänen in Lösung zeigten um 
den Bereich bei 230 nm einen auffälligen Peak, welcher kennzeichnend für die 
Anwesenheit von aromatischen Resten ist242, 243. Mutagenese-Studien an dem 
Protein Barnase, einer von Bacillus amyloiquefaciens sekretierten Ribonuklea-
se, haben gezeigt, dass Tryptophan für positive und negative CD Signale bei 
231 nm verantwortlich ist244. Wenn diese Erkenntnisse auf die CD Spektrosko-
pie von Flo11A übertragen werden, so ist es wahrscheinlich, dass der Peak in 
der Region um 230 nm von den aromatischen Resten (Tryptophan und Tyrosin) 
statt der Disulfidbrücken verursacht werden.  
Mutagenese-Studien an den aromatischen Resten von ScFlo11A haben einen 
Tripel-Tyrosin-Cluster (Y111, Y113, Y118) identifiziert, welcher für die homoty-
pische Flo11A-Flo11A Interaktion kritisch ist. Der Austausch einzelner Reste in 
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den aromatischen Bändern führte hingegen zu fast keinem Effekt. Diese Daten 
haben gezeigt, dass kollektiven Eigenschaften des aromatischen Clusters in 
Band I entscheidend für die Flo11A-Flo11A Interaktionen sind. Werden einzelne 
Reste ausgetauscht, beeinflusst das die Gesamt-Hydrophobizität nur gering 
und kann möglicherweise durch die verbliebenen Reste kompensiert werden.  
5.2.2 Die sauren Reste 
Die aromatischen Reste in der Struktur von Flo11A sind eingebettet in Gruppen 
von sauren Resten, welche hauptsächlich aus Aspartat und Glutamat bestehen. 
Die sauren Reste sind wahrscheinlich für die ausgeprägte pH-Abhängigkeit der 
Flo11A Domäne verantwortlich, was sich zunächst in unterschiedlichen Fal-
tungsstabilitäten in der CD Spektroskopie bei den verschiedenen pH-Werten 
zeigte (Tabelle 36).  
Tabelle 36 Faltungsstabilitäten aus der CD Spektroskopie der Flo11A Domänen bei verschiedenen 
pH-Werten. Die Zahlenwerte sind in °C. Die jeweiligen Standardabweichungen sind den entspre-
chenden Kapiteln aus dem Ergebnis-Teil zu entnehmen.  
pH ScFlo11A KpFlo11A1 KpFlo11-2A KpFlo11-3A 
5 76,4 79,9 - 46,0 
6 76,1 86,0 45,3 51,1 
7 69,1 83,7 61,8 56,7 
8 65,1 80,9 55,1 51,2 
 
Aus der Tabelle 36 ist ersichtlich, dass sich die Schmelzpunkte für die unter-
schiedlichen Flo11A Domänen bei verschiedenen pH-Werten stark voneinander 
abweichen, womit eine pH-abhängige Faltungsstabilität resultiert.  
Die Einbettung der aromatischen Reste in saure Reste sorgt möglicherweise für 
die sehr hohe Löslichkeit der Flo11A Domäne von mehr als 100 mg/mL. In der 
Flo11A Domäne kommt dieses Co-Clustern von aromatischen Resten mit sau-
ren Resten natürlich vor. Die Einführung einer hohen Dichte saurer Reste auf 
Proteinoberflächen ist aber auch eine Methode des Protein engineering und 
wird dort als „Supercharging“ bezeichnet245. Dadurch kann die Löslichkeit er-
höht und zugleich Aggregation und Denaturierung verhindert werden. So konn-
ten die Löslichkeit und Resistenz gegenüber Denaturierung bei Antikörper-
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Fragmenten durch Einführung von zwei bis drei sauren Resten in der Nähe von 
hydrophoben Resten deutlich gesteigert werden246.  
Auf diese Weise könnte die sehr hohe Löslichkeit der Flo11A Domäne die Fä-
higkeit widerspiegeln, bei hohem pH auf der Zelloberlfäche trotz oberflächenex-
ponierter aromatischer Reste vereinzelt vorzuliegen und bei niedrigem pH ho-
motypische Interaktionen zu forcieren.  
5.2.3 Flo11A: Ein membrangebundenes Hydrophobin? 
Die Flo11A Domäne verfügt über eine Reihe an Charakteristika, die sich auch 
bei einer bestimmten Klasse von Proteinen finden, die fast ausschließlich in 
filamentösen Pilzen gefunden werden, den Hydrophobinen31.  
Vor allem die exponierten aromatischen Reste von ScFlo11A legen diesen Ver-
gleich nahe. Hydrophobine stellen eine Klasse von oberflächenaktiven Protei-
nen dar, die von filamentösen Pilzen produziert werden. Sie besitzen sowohl 
einen hydrophilen als auch hydrophoben Teil, wodurch sie amphiphile Eigen-
schaften besitzen30. So können sich Hydrophobine an hydrophoben/hydrophilen 
Grenzflächen wie z.B. der Luft-Wasser-Grenzfläche anlagern, indem der hydro-
phobe Teil in den hydrophoben Bereich und der hydrophile Teil in den hydrophi-
len Bereich ragen247. Daher besteht die Hauptfunktion der Hydrophobine in ihrer 
Fähigkeit der Interaktion mit Oberflächen und der Herabsetzung der Oberflä-
chenspannung, sodass z.B. Hyphen die Luft-Wasser Grenzschicht durchbre-
chen können32.  
Die Struktur der Hydrophobine wird durch vier Disulfidbrücken stabilisiert, mög-
licherweise um den destabilisierenden Effekt der exponierten hydrophoben 
Reste zu kompensieren248-250. Die Struktur von ScFlo11A wird wie die Hydro-
phobine durch Disulfidbrücken stabilisiert. Die Analyse von ScFlo11A, ΣFlo11A, 
KpFlo11A1, KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigte aber, dass die Flo11A Domäne 
von drei oder vier Disulfidbrücken stabilisiert werden kann, während Hydro-
phobine stets von vier Disulfidbrücken stabilisiert werden31. Hydrophobine sind 
mit einer Größe von durchschnittlich 100 Aminosäuren auch nur halb so groß 
wie die hier untersuchten Flo11A Domänen (durchschnittlich 200 Aminosäuren).  
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Hydrophobine zeigen eine hohe Löslichkeit. So wurde z.B. für SC3 aus Schizo-
phyllum commune und HFBI und HFBII aus Trichoderma reesei Konzentratio-
nen von mehr als 100 mg/mL berichtet31, 248. Dabei zeigen Hydrophobine in Lö-
sung ein typisches Verhalten für oberflächenaktive Proteine, indem sie konzent-
rationsabhängig verschiedene Formen von Aggregaten ausbilden. So können in 
Lösung Dimere oder Tetramere gebildet werden251, 252.  
Trotz der Vielzahl an verfügbaren Genomdaten wurden in Hefen bisher keine 
Hydrophobine identifiziert. Möglicherweise sind sie für die Habitate von Hefen 
nicht notwendig249.  
 
Abbildung 73 Strukturen verschiedener Hydrophobine im Vergleich mit den Flo11A und Flo5A 
Domänen aus S. cerevisiae. Der Farbcode basiert auf der Hydrophobizitätsskala nach Eisenberg et 
al.220. Hydrophobe Elemente sind eingekreist. (A) ScFlo11A. Die Pfeile zeigen die Positionen der 
aromatischen Bänder. (B) ScFlo5A im Komplex mit Mannose (PDB code: 2XJP). (C) HFBI aus 
Trichoderma reesei (PDB code: 2GVM). (D) HFBII aus Trichoderma reesei (PDB code: 2B97). (E) 
BslA aus Bacillus subtilis (PDB code: 4BHU).  
In Abbildung 73 findet sich ein Vergleich zwischen verschiedenen Hydrophobi-
nen und den A-Domänen von Flo11 und Flo5 aus S. cerevisiae. Dabei zeigt 
sich bei den Hydrophobinen sehr deutlich ein Teil des Proteins, welcher einen 
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sehr starken hydrophoben Charakter aufweist. Bei den Hydrophobinen HFBI 
und HFB II macht diese Region bis zu 20 % der Gesamtoberfläche aus253. Die 
Struktur von ScFlo11A zeigt zwar auch einzelne hydrophobe Bereiche auf der 
Oberfläche, allerdings keinen so ausgeprägten Bereich wie das bei den klassi-
schen Hydrophobinen der Fall ist. Flo5A aus S. cerevisiae, als Beispiel eines C-
Typ Lektins, zeigt interessanterweise auch solche hydrophoben Bereiche auf 
der Oberfläche.  
Die Kristallstruktur von ScFlo11A zeigt, dass es Charakteristika aufweist, die 
auch in der Klasse der Hydrophobine gefunden werden. Dazu zählen z.B. die 
solvens-exponierten aromatischen Reste. Allerdings weisen die aromatischen 
Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin, welche die aromatischen Bänder I und II 
charakterisieren, nach der Hydrophobizitätsskala von Eisenberg et al.  nur eine 
einen Wert von 0,810 für Tryptophan und 0,260 für Tyrosin aus. Dem stehen 
die deutlich hydrophoberen Aminosäuren Isoleucin (1,380), Phenylalanin 
(1,190), Valin (1,080) und Leucin (1,060) gegenüber. Diese Reste kennzeich-
nen im Gegenzug aber die hydrophoben Cluster der Hydrophobine. Dennoch ist 
für Flo11 berichtet, dass es einen hydrophoben Charakter hat und zur Erhö-
hung der Hydrophobizität der Zelloberfläche beiträgt82, 85, 95. Möglicherweise ist 
die Skala nach Eisenberg et al. nicht ausreichend geeignet, die Hydrophobizität 
von Flo11A zu beschreiben. Trotz mangelnder Vergleichbarkeit der hydropho-
ben Oberflächeneigenschaften, gibt es Gemeinsamkeiten abseits der Hydro-
phobizitäts-Skala. So kommen Hydrophobine fast ausschließlich in filamentö-
sen Pilzen vor und auch Flo11 ist ein entscheidender Faktor bei der Ausbildung 
von Pseudohyphen in S. cerevisiae102, 114, 254, 255.  
In Hinblick auf Löslichkeit, Aggregation und Faltungsstabilität zeigen sich eben-
falls Übereinstimmungen zwischen der Flo11A Domäne und den Hydrophobi-
nen. Für die Flo11A Domänen konnten, ähnlich wie für HFBI und HFBII, Kon-
zentrationen von mehr als 100 mg/mL erreicht werden. Die Faltungsstabilitäten 
von KpFlo11A1 und ScFlo11A lagen pH-abhängig durchschnittlich bei 72 bis 83 
°C. Hydrophobine zeigen eine teilweise noch höhere thermische Faltungsstabili-
tät von bis zu 100 °C 256. Die hohe thermische Stabilität der Flo11A Domäne 
kommt wahrscheinlich nicht ausschließlich von den drei bis vier Disulfidbrücken, 
da die ähnlich große ScFlo5A Domäne mit einer Schmelztemperatur von 35 °C 
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vergleichsweise instabil ist, obwohl sie vier Disulfidbrücken hat. Stattdessen 
könnten bei den Flo11A Domänen, wie bei den Hydrophobinen, die oberflä-
chen-exponierten hydrophoben Reste eine wichtige Rolle für die hohe Stabilität 
spielen. 
In Lösung zeigen Hydrophobine durch ihren amphiphilen Charakter eine As-
semblierung wie sie für oberflächenaktive Proteine typisch ist (Abbildung 74). 
Der hydrophobe Teil interagiert dabei mit hydrophoben Oberflächen oder dem 
hydrophoben Teil des Proteins, während der hydrophile Teil mit hydrophilen 
Oberflächen oder dem hydrophilen Teil des Hydrophobins interagieren kann. So 
können sich aufgrund des hydrophoben Effekts mehrere solcher Schichten bil-
den.  
 
Abbildung 74 Schematische Darstellung der Zusammenlagerung von Hydrophobinen auf einer 
hydrophilen und einer hydrophoben Oberfläche. Der rote Bereich zeigt die exponierten hydropho-
ben Reste der Hydrophobine, während der gelbe Teil die hydrophile Seite zeigt.  
Bei den Hydrophobinen ist diese Assemblierung konzentrations-, temperatur- 
und zum Teil auch pH-abhängig. So lagert sich HFBI bei hohen Proteinkonzent-
rationen zum Tetramer zusammen. Bei niedrigeren Konzentrationen wurden 
hingegen monomere und dimere Spezies für HFBI und HFBII beobachtet.  
Wenn ScFlo11A in einem Puffer mit einem pH nahe des pI bei hohen Protein-
konzentrationen vorlag, zeigte sich bei Temperaturen unter 5 °C eine gelartige 
Aggregation. Diese war durch Erwärmen reversibel und konnte mehrfach wie-
derholt werden. Unter diesen Bedingungen sollte, ausgehend von den Biacore 
Daten, Flo11A mit sich selbst interagieren. Möglicherwiese sorgt bei dieser 
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Gelbildung der hydrophobe Effekt, ebenso wie bei der Assemblierung der Hyd-
rophobine, für eine Flo11-Zusammenlagerung zu oligomeren oder multimeren 
Spezies.  
Die Flo11A Domäne könnte eine Kombination aus Hydrophobin, welches sich 
an Grenzschichten assemblieren kann und eines spezifischen homophilen Ad-
häsins sein. Somit könnte die Flo11A Domäne einen neuartigen Typ von Zell-
wandgebundenem Hydrophobin darstellen, wo die hydrophoben Oberflächen in 
Form von zwei aromatischen Bändern ausschlaggebend sind für die Spezifität 
und die Etablierung von multizellulären Strukturen.  
5.3 Vergleich zwischen ScFlo11A und KpFlo11A1 
Die Flokkuline Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 und Flo11 aus S. cerevisiae wurden im 
Hinblick auf Regulation, Adhäsion und Phänotyp-Bildung bereits eingehend un-
tersucht69, 107, 255. In S. cerevisiae Σ1278b ist FLO11 das einzige Mitglied aus 
dieser Familie, welches exprimiert wird. Die anderen FLO Gene sind still57, 71. 
Aufgrund einer Nonsense-Mutation in dem Transkriptionsfaktor FLO8 wird 
FLO11 in S. cerevisiae nicht (oder nur sehr schwach) exprimiert257. Die Analyse 
des Transkriptoms von Komagataella pastoris ergab, dass jeweils zwei Flokku-
line des Flo5 Typs und zwei des Flo11 Typs in unterschiedlichen Mengen pro-
duziert werden (Tabelle 37).  
Tabelle 37 Vergleich der relativen Transkriptmengen.  
Stamm  Gen Exp. W. Stat. W. Ausw. Referenz 
S. cerevisiae 288 FLO11 1,5 ± 0,5 8,3 ± 2,1 2-∆∆CT 96 
S. c. 288 FLO11+ FLO11 1663 ± 103,1 652 ± 23,1 2-∆∆CT 96 
S. cerevisiae Σ1278b FLO11 63 ± 5,2 3,3 ± 1,1 2-∆∆CT 96 
K. pastoris GS115 FLO11-1 5,2 ± 0,5 3,1 ± 0,1 ∆CT D. Arbeit 
K. pastoris GS115 FLO11-2 2,6 ± 0,1 1,7 ± 0,0 ∆CT D. Arbeit 
K. pastoris GS115 FLO1 8,1 ± 0,1 7,8 ± 0,0 ∆CT D. Arbeit 
K. pastoris GS115 FLO2 1,0 ± 0,0 0,9 ± 0,1 ∆CT D. Arbeit 
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In früheren Studien wurden ebenfalls Transkriptomanalysen in S. cerevisiae 
durchgeführt79, 96 (Tabelle 37). Die Expression von FLO11 war dort in der expo-
nentiellen Wachstumsphase stärker als in der frühen stationären Wachstums-
phase. Dies entspricht den Beobachtungen für FLO11 in dieser Arbeit, während 
die Expression der FLO5-artigen Gene davon nicht in diesem Ausmaß betroffen 
war. Die Regulation der Expression von FLO11 ist komplex und umfasst neben 
externen Stimuli (Pheromone, Glukosemangel, pH, usw.) verschiedene Signal-
transduktionswege78. Diese vielschichtige Regulation spiegelt auch die Diversi-
tät der verschiedenen Flo11-abhängigen Phänotypen wider. Die Regulation von 
Flo11 in K. pastoris ist noch nahezu unbekannt und die in dieser Arbeit durch-
geführte Transkriptomanalyse stellt vermutlich eine der ersten Untersuchungen 
dieser Art in K. pastoris dar.  
In S. cerevisiae gibt es nur einen Vertreter aus der Flo11 Familie, während 
Flo1, Flo5, Flo9 und Flo10 alle zum Flo5/PA14 typ gehören. Dagegen gibt es in 
Komagataella pastoris GS115 mindestens drei Flo11 Paraloge.  
In dieser Arbeit wurden die Kristallstrukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1 
analysiert.  
Trotz vieler Gemeinsamkeiten auf struktureller Ebene zeigen sich auch Unter-
schiede in Bezug auf Interaktionsverhalten und die Verteilung der funktionellen 
Reste.  
5.3.1 Struktureller Vergleich zwischen ScFlo11A und KpFlo11A1 
Die Kristallstrukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1 zeigen trotz einer Se-
quenzidentität von lediglich 30 % eine hochkonservierte 3D Struktur, welche bei 
beiden Flo11A Domänen aus einer zentralen Fibronektin Typ III Domäne be-
steht. Der r.m.s.d. beträgt 1,01 Å für 102 Cα Atome nach struktureller Überlage-
rung (Abbildung 76A und B). Wie erwartet zeigt die Die FN III Domäne den 
höchsten Konservierungsgrad mit 0,7 Å über 61 Cα Atome. Dahingegen zeigen 
der Rest von KpFlo11A1, die Neck Domäne und die Apical regions, große Un-
terscheide zu ScFlo11A auf.  
Die Neck Domäne zeigt lediglich lokale strukturelle Unterschiede, da die drei 
Disulfidbrücken für die Verbindung zur FN III Domäne, konserviert vorliegen. 
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Interessanterweise sind diese drei Disulfidbrücken bei KpFlo11-2A und 
KpFlo11-3A nicht konserviert, sondern lediglich zwei von drei Disulfidbrücken in 
der Neck region (Abbildung 67, Abschnitt 4.6.3). Ein weiterer Unterschied be-
steht in β6 von Faltblatt I, welches bei KpFlo11A1 teilweise in die Neck Region 
hineinreicht, so dass diese aus nur drei β-Strängen besteht und nicht aus vier, 
wie bei ScFlo11A.  
In dem Linker zwischen der Neck Domäne und der FN III Domäne findet sich 
bei ScFlo11A eine kleine α-Helix, welche bei KpFlo11A1 fehlt und stattdessen 
an dieser Position eine ungeordnete Konformation vorliegt (Abbildung 75).  
 
Abbildung 75 Vergleich der Apical region von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Helices sind als Zylin-
der dargestellt. Die Apical region ist in braun (KpFlo11A1) und grün (ScFlo11A) hervorgehoben. Die 
Hauptunterschiede sind schriftlich angezeigt.  
Die Apical region zeigt mehrere strukturelle Unterschiede, besonders in der Re-
gion zwischen β8 und β9 (Abbildung 75). Bei KpFlo11A1 findet sich hier eine 
zusätzliche Disulfidbrücke zwischen C143 und C152, welche in ScFlo11A fehlt. 
Daher ist die 310 Helix aus ScFlo11A in KpFlo11A1 durch eine disulfidbrücken-
gestütze Loop-region ersetzt. Diese Disulfidbrücke findet sich höchstwahr-
scheinlich ebenfalls in den Homologiemodellen von KpFlo11-2A und KpFlo11-
3A. Die Bänder aus den aromatischen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin 
befinden sich bei beiden Flo11A Domänen an den entsprechenden Enden der 
Domäne (Abbildung 76C). Dabei ist die Hälfte der oberflächen-exponierten 
aromatischen Reste von ScFlo11A zu KpFlo11A1 entweder konserviert (W58, 
Y64, Y106, Y121, W155, W157, W184) oder von Tyrosinen zu Tryptophanen 
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getauscht (W99, W142). Die andere Hälfte hat dennoch hydrophobe Gegenstü-
cke in ScFlo11A (V, L, F, P). Beide Flo11A Domänen haben einen ähnlich sau-
ren isoelektrischen Punkt (pI) mit 5,2 (ScFlo11A-His6) und 5,5 (KpFlo11A1-
His6). Daher zeigt sich parallel zur Verteilung der aromatischen Reste, dass 
auch die sauren Reste Aspartat und Glutamat in zwei Bändern gruppieren 
(Abbildung 76D). Allerdings zeigt sich hier, dass jeweils nur ein Drittel der sau-
ren Reste von ScFlo11A zu KpFlo11A1 konserviert vorliegt (D61, E73, E76, 
D109, D141, D162, D172). Die anderen Zweidrittel bestehen aus anderen ober-
flächenexponierten Resten.  
 
Abbildung 76 Struktureller Vergleich der Flo11A Domänen aus S. cerevisiae (ScFlo11A) und aus K. 
pastoris (KpFlo11A1). (A) Sequenzalignment von ScFlo11A und KpFlo11A1. Tryptophane und Ty-
rosine sind in grün, Glutamate und Aspartate in rot hervorgehoben. Die Disulfidbrücken-bildenden 
Cysteine sind in orange und die Disulfidbrücken als gestrichelte Linien dargestellt. KpFlo11A1 hat 
im Vergleich zu ScFlo11A eine weitere Disulfidbrücke. (B) Strukturelle Überlagerung zwischen 
ScFlo11A (grün) und KpFlo11A1 (braun). Der r.m.s.d. beträgt 1,05 Å für 685 Cα Atome. (C) und (D) 
Strukturelle Überlagerung von KpFlo11A1 und ScFlo11A mit hervorgehobenen Tryptophanen und 
Tyrosinen (C) und mit hervorgehobenen Aspartat und Glutamat Resten (D).  
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Neben dem Vorkommen von exponierten aromatischen und sauren Resten fin-
den sich auch gehäuft Proline nach oder vor den aromatischen Resten 
(Abbildung 77).  
 
Abbildung 77 Vergleich von ScFlo11A und KpFlo11A1 mit hervorgehobenen aromatischen Resten 
und Prolinen (blau). Die Proline finden sich vor oder nach den aromatischen Resten.  
In ScFlo11A finden sich 5 Prolin-Reste und in KpFlo11A1 sogar 10 Reste. Pro-
line nehmen oft eine strukturelle Rolle ein, indem sie Schleifen und Turns stabi-
lisieren. In einer Studie wurde die Adhäsion von ScFlo11 an Polystyrol durch 
Phage Display untersucht. Dabei zeigte sich, dass neben Tryptophan auch Pro-
lin eine wichtige Rolle bei der Adhäsion spielt95. Fast alle Proline kommen zu-
sammen mit Tryptophanen oder Tyrosinen vor. Zudem sind sie teilweise eben-
falls oberflächenexponiert, sodass sie entweder direkt zur hydrophoben Interak-
tion beitragen oder indirekt, durch Stabilisierung der aromatischen Seitenketten.  
Generell scheint die Verteilung der aromatischen und sauren Reste auf zwei 
oberflächenexponierte Bänder in beiden Flo11A Domänen ähnlich zu sein, ob-
wohl sich strukturelle Unterschiede für die peripheren Regionen, die nicht Teil 
der FN III Domäne sind, zeigen. Dennoch sind die Oberflächen sehr rigide, wie 
die niedrigen B Faktoren für die oberflächenexponierten Aromaten zeigen 
(Abbildung 78).  
Diskussion 
169 
 
 
Abbildung 78 Flexibilität der aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin in ScFlo11A und 
KpFlo11A1. Die hervorgehobenen aromatischen Reste sind nach Temperaturfaktoren (B Faktoren) 
gefärbt. Hohe Flexibilität ist durch rote Färbung angezeigt und geringe Flexibilität durch blaue 
Farbe.  
5.3.2 Glykosylierung von ScFlo11A und KpFlo11A1 
In dieser Arbeit wurden die Flo11A Domänen in E. coli produziert und verfügen 
dabei über keine posttranslationellen Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen, 
wie das bei ihren Ursprungsorganismen S. cerevisiae bzw. K. pastoris der Fall 
ist. Um mögliche Glykosylierungsstellen in ScFlo11A und KpFlo11A1 zu identi-
fizieren, wurde mit Hilfe des NetOGlyc-Servers eine Vorhersage über mögliche 
N- bzw. O-Glykosylierungen innerhalb der Flo11A Domänen durchgeführt. Da-
bei wurde keine N-Glykosylierungsstelle gefunden.  
Für KpFlo11A1 konnten vier mögliche O-Glykosylierungsstellen mit einer Wahr-
scheinlichkeit größer als 50 % gefunden werden. Für ScFlo11A drei mögliche 
O-Glykosylierungsstellen, wobei S31 und S32 lediglich eine Wahrscheinlichkeit 
von 42 bzw. 45 % aufweisen. Die Glykosylierungsstellen befinden sich haupt-
sächlich in oder um die Neck region (Abbildung 79).  
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Abbildung 79 Struktur von KpFlo11A1 und ScFlo11A mit vorhergesagten O-Glykosylierungsstellen 
als graue Kugeln. Die Vorhersage wurde mit Hilfe des NetOGlyc 4.0 Server258 durchgeführt. Die 
Reste S31 und S32 sind in Klammern, da die Wahrscheinlichkeit für Glykosylierung nur bei 0,42 
und 0,45 liegt. 
Eine Studie von Meem und Cullen ist der Frage nachgegangen, inwiefern die 
Glykosylierung die Funktion und Regulation von Flo11 beeinflusst259. Dabei 
zeigte sich, dass eine Glykosylierung von Flo11 für invasives Wachstum und 
Biofilm/Matten Bildung in S. cerevisiae nötig ist. Die Glykosylierung hatte indes 
keinen Einfluss auf die Lokalisation auf der Zelloberfläche oder die adhäsiven 
Eigenschaften, an andere Zellen zu binden. Dies wurde mit einem in vitro Bin-
dungs-Assay untersucht, der zeigte, dass nicht-glykosyliertes Flo11 in der glei-
chen Qualität und Quantität an Wildtyp Zellen binden konnte wie glykosyliertes 
Flo11. Im Hinblick auf diese Studie sind die in dieser Arbeit durchgeführten Ex-
perimente nicht von der Glykosylierung betroffen. In einem weiteren Versuch 
stellte sich allerdings heraus, dass die Glykosylierung zur generellen Stabilität 
beiträgt. Dies ist insofern plausibel, da auch für andere Proteine gezeigt werden 
konnte, dass glykosylierte Proteine besser vor Proteindegradation geschützt 
sind als nicht-glykosylierte Proteine231.  
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5.3.3 Interaktionsverhalten von ScFlo11A und KpFlo11A1 
Die Strukturen der Flo11A Domänen verfügen über zwei Bänder mit aromati-
schen Resten, eingebettet in Streifen von sauren Resten. Homophile Flo11A-
Flo11A Interaktionen  finden nur bei niedrigem pH statt, wenn die Proteine mehr 
oder weniger ungeladen vorliegen. Bei höherem pH ist die Abstoßung durch die 
negativ geladenen sauren Reste größer als die Anziehung durch die aromati-
schen Reste. Der niedrige pI beider Flo11A Domänen von 5,2 bzw. 5,5 ent-
spricht auch dem natürlichen Habitat von Hefen. Insbesondere bei der Flokkula-
tion muss der pH-Wert leicht über dem pI sein260.  
Die homophilen Flo11A-Flo11A Interaktionen finden mit vergleichbaren Affinitä-
ten statt. So konnte für die ScFlo11A-ScFlo11A Interaktion eine KD von 19,5 ± 
2,3 µM bestimmt werden, während die KpFlo11A1-KpFlo11A1 Interaktion mit 
31,8 ± 1,1 µM in der gleichen Größenordnung liegt. Die Affinität der heterophi-
len ScFlo11A-KpFlo11A1 ist dagegen deutlich reduziert mit einer KD von 121,1 
± 9,3 µM. Die Analyse der Kinetik der Bindung ergab allerdings, dass die Werte 
für die Dissoziation sowohl für die homophilen, als auch die heterophile Interak-
tion sehr ähnlich waren, während die Werte für die Assoziation für die hetero-
phile Interaktion deutlich langsamer waren im Vergleich mit den homophilen 
Interaktionen.  
Die für die Interaktion verantwortlichen aromatischen Bänder sind bei beiden 
Flo11A Domänen zwar ähnlich, aber auf struktureller Ebene verschieden 
(Abbildung 80). Eine Bindung findet statt, wenn beide Partner in der korrekten 
Orientierung für konformationelle Änderungen aufeinander treffen. Im Falle der 
hydrophoben Interaktionen geht mit diesen Änderungen ein teilweiser Verlust 
der Hydrathülle einher. Nach erfolgter Assoziation zwischen zwei Flo11A Do-
mänen durch den hydrophoben Effekt, ist die Dissoziation ähnlich für die hete-
ro- und homophilen Interaktionen, wie durch den ähnlichen koff Wert angezeigt.  
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Abbildung 80 Oberflächeneigenschaften von KpFlo11A1 und ScFlo11A. Die Gesamtoberflächen 
sind in grau dargestellt, während die exponierten aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin in 
rot hervorgehoben sind. Beide Flo11A Domänen zeigen zwar die Anordnung der aromatischen 
Reste in zwei oberflächenexponierten Bändern, aber lokal zeigen sich strukturelle Unterschiede.  
Die langsamere Assoziation der heterophilen ScFlo11A-KpFlo11A1 Interaktion 
kommt vermutlich durch eine erschwerte Dehydratisierung und/oder andere 
konformationelle Änderungen, woran die aromatischen Bänder und apikalen 
Regionen beteiligt sind. Diese erschwerte Interaktion könnte von einer verrin-
gerten sterischen Komplementarität herrühren. Somit könnte die Struktur der 
Flo11A Domäne einen Beweis liefern für die Spezifität der homophilen Flo11A-
Flo11A Interaktion. Dennoch kann die heterophile ScFlo11A-KpFlo11A1 Inter-
aktion immer noch stattfinden, wenn auch mit verringerter Affinität. Die reduzier-
te Bindungsstärke wird vermutlich durch nicht-komplementäre Interaktionen 
zwischen den aromatischen Oberflächenbändern verursacht.  
Diese Eigenschaften von Flo11A, feste homophile Interaktionen und reduzierte 
heterophile Bindungen einzugehen, geben ihm ein Alleinstellungsmerkmal unter 
den Flokkulinen und könnten erklären, warum es an der Ausbildung von mehre-
ren unterschiedlichen Phänotypen beteiligt ist. So wurde in mehreren Studien 
gezeigt, dass Flo11 an der Adhäsion an Plastik beteiligt ist77, 95. Des Weiteren 
ist Flo11 an der Ausbildung von Biofilmen beteiligt, was die Eigenschaft der 
homophilen Adhäsion als auch die Adhäsion an Oberflächen erfordert109, 110, 116. 
Die Flo11A Domäne scheint mit ihren strukturellen Eigenschaften für diese Auf-
gabe sehr gut geeignet, da sie spezifische homophile Interaktionen, aber auch 
bis zu einem gewissen Grad heterophile Interaktionen eingehen kann. Dabei ist 
noch nicht geklärt, ob die Eigenschaft der heterophilen Interaktion lediglich ein 
Nebeneffekt des generellen hydrophoben Charakters der Flo11A Domäne dar-
stellt oder ob es ein wesentlicher Bestandteil für die Oberflächenadhäsion im 
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natürlichen Habitat der Hefen ist. So könnten multizelluläre Strukturen wie z.B. 
Biofilme auf Oberflächen von Pflanzen, Insekten oder anderen etabliert werden.  
Die Bindungsaffinitäten der Flo11A-Flo11A Interaktionen liegen eher im Bereich 
niedriger Affinität im Vergleich mit anderen Protein-Protein Interaktionen 
(Tabelle 38).  
Tabelle 38 Protein-Protein Interaktionen. Unter polare Interaktionen fallen ionische Wechselwir-
kungen, Wasserstoffbrücken, etc. im Gegensatz zu hydrophoben Wechselwirkungen zwischen 
hydrophoben Aminosäuren. SPR (Oberflächenplasmonresonanz)  
Protein 1 Protein 2 Interaktion* KD (µM) Methode Referenz 
Erythropoietin EPO Rezeptor Polar 3,7 * 10-6 SPR 261, 262 
Α-Amylase Tendamistat Polar und hydrophob 9,2 * 10
-6 SPR 263, 264 
Ran GTPase-
GDP Importin β Polar 1 * 10
-3 Fluoreszenz Titration 
265, 266 
Neuroligin-1 Neuroligin-1-β Polar 9,7 * 10-2 ITC 267 
Adrenoxin 
Reduktase Adrenoxin Polar 0,86 SPR 
268 
CD2 CD58 Polar 9,0 SPR 248, 269, 270 
UEV Domäne Ubiquitin Polar 635,0 SPR 271, 272 
 
Die Art der Flo11A-Flo11A Interaktion gründet sich auf den hydrophoben Effekt 
und die Bindungsenergie von hydrophoben Wechselwirkungen ist etwas gerin-
ger im Vergleich zu Wasserstoffbrücken und ionischen Bindungen. Des Weite-
ren zeigen die in Tabelle 38 aufgeführten Proteine hohe Spezifität für einen Lig-
anden, der ihr natürlicher Bindungspartner ist. Die Eigenschaften der Flo11A 
Domäne ermöglichen sowohl homophile als heterophile Interaktionen z.B. mit 
Oberflächen. Ein etwas breiteres Bindungsspektrum geht dann zu Lasten der 
Spezifität. Zudem wurden hier die Bindungsstärken in vitro bestimmt. In vivo 
findet sich eine Vielzahl an Molekülen auf der Zelloberfläche, wodurch sich die 
Bindungskraft erhöht. In den SPR Experimenten wurde lediglich die Affinität 
einer einzelnen Flo11A-Flo11A Interaktion gemessen, während auf zellulärer 
Ebene die Gesamtheit aller Affinitäten (Avidität) eine Rolle spielt.  
Der Avidität kommt besonders bei der Bindung von ScFlo5A an verschiedene 
Mannosereste eine entscheidende Funktion zu. Diese Bindung befindet sich im 
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niedrigen millimolaren Bereich und ist damit etwa drei Größenordnungen 
schwächer als die Flo11-Flo11A Interaktion49. Die Flo11A-Flo11A Interaktion ist 
beschränkt auf die Anzahl an Flo11A Domänen auf der Zelloberfläche, während 
die Liganden für ScFlo5A, terminale Mannose-α1,2-Mannose Disaccharide, 
ubiquitär auf der Zelloberfläche von Hefen vorhanden sind.  
5.3.4 Die Flo11A Domäne als Green Beard Gene? 
Flokkulation ist ein Beispiel für kooperatives Verhalten, indem eine große An-
zahl an Zellen sich zusammenlagern, um sich gegenseitig vor schädlichen Um-
welteinflüssen zu schützen39. Dieser Prozess wird in Hefen durch Flokkuline wie 
FLO1, FLO5, FLO9 und FLO10 gesteuert. Werden diese Gene exprimiert, as-
soziieren alle Zellen, die diese Proteine auf der Zelloberfläche tragen. Damit 
erfüllen diese Flokkuline die Definition sogenannter „Green Beard Genes“. Trä-
ger dieser Gene bevorzugen, laut der Definition von Richard Dawkins, die Ko-
operation mit Trägern desselben Gens273. Dabei wurde das Konzept der Green 
Beard Genes von William D. Hamilton vorgeschlagen274, 275 und bekam den 
Namen durch ein Beispiel von Richard Dawkins276, 277 („Ich habe einen grünen 
Bart und werde mich jedem gegenüber, der ebenfalls einen grünen Bart trägt, 
altruistisch verhalten“). Die Funktion eines Green Beard Gene verbindet den 
Mechanismus der Selbsterkennung mit kooperativem Verhalten, was von den 
Flokkulinen der Flo5-Gruppe erfüllt wird. Sie erkennen spezifisch terminale 
Mannose-Reste auf der Zelloberfläche. Zellen, die kein solches Flokkulin auf 
der Zelloberfläche präsentieren, können dennoch von anderen Flokkulin-
präsentierenden Zellen über ihre Mannose-Reste erkannt werden. Solche 
„Cheater“-Zellen, die kein Flokkulin haben, finden sich dann in der nicht-
geschützten Peripherie der gebildeten Flocken39.  
Die Rolle der Flokkuline Flo5 und Flo1 als Green Beard Genes wurde bereits 
eingehend beleuchtet und experimentell untersucht39, 49. Flo11 unterscheidet 
sich von den übrigen Flokkulinen durch seinen Interaktionsmechanismus mit 
anderen Flo11 Molekülen, sodass die Flo11-Flo11 Interaktion eine kinship 
(Verwandtschaft) von einer non-kinship Interaktion diskriminieren kann. Dabei 
zeigte es eine höhere Affinität für homophile Interaktionen gegenüber heterophi-
len Interaktionen. Die Flo1/Flo5-Mannose Interaktion kann eine solche 
kinship/non-kinship Unterscheidung nicht treffen bzw. wäre der Effekt gering, da 
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der Ligand (Mannose) sowohl für Flo5 als auch Flo1 ubiquitär auf der Zellober-
fläche der Hefe vorhanden ist. In einem Zellverband könnte in Bezug auf die 
Green Beard Genes somit nicht unterschieden werden, ob die Zelle Flo1 oder 
Flo5 bzw. verschiedene Allele davon auf der Zelloberfläche präsentiert (in Be-
zug auf die Green Beard Hypothese wäre dies die Existenz verschieden farbi-
ger Bärte). Die Selbsterkennung bezieht sich hier auf Zellen, die ein solches 
Flokkulin exprimieren, im Unterschied zu sog. „Cheater-Zellen“, die kein Flokku-
lin auf der Zelloberfläche tragen. Der Mechanismus der Selbsterkennung ist 
demnach bei der Flo1/Flo5-Mannose Interaktion verschieden von der Flo11-
Flo11 Interaktion. Bei der Flo11-Flo11-Interaktion könnte eine „Cheater-Zelle“, 
die kein Flo11 auf der Zelloberfläche trägt, gar nicht erst in den Zellverband 
aufgenommen werden. Die Bindung zwischen Zellen, die identische FLO11 Mo-
leküle auf der Oberfläche exprimieren sind stärker gegenüber Zellen, die unter-
schiedliche FLO11 Gene exprimieren. Eine heterophile Interaktion ist aber den-
noch möglich, wenn auch mit verminderter Affinität, womit kooperatives Verhal-
ten auch zwischen Zellen, die unterschiedliche FLO11A Domänen exprimieren, 
noch möglich wäre. Aufgrund des Bindungsmechanismus der Flo11-Flo11 In-
teraktion wird Kooperativität zwischen Flo11-präsentierenden Zellen gefördert, 
während nicht-exprimierende Zellen („Cheater“) aus dem Zellverband ausge-
schlossen werden müssen. Mit diesen Eigenschaften ähnelt Flo11 csaA aus 
Dictyostelium discoideum, dem Musterbeispiel eines Green Beard Genes39. 
csaA ist ebenfalls ein homotypisches Bindeprotein, welches für Zell-Zell Interak-
tionen verantwortlich ist. Zellen, die keine funktionelle Kopie von csaA tragen, 
werden nicht in den Fruchtkörper aufgenommen und haben so eine schlechtere 
Möglichkeiten, Sporen zu bilden, um Stressperioden zu überdauern278.  
Die biologische Funktion von Flo11 ist noch nicht gänzlich geklärt, daher kann 
über soziales Verhalten keine abschließende Antwort gegeben werden. Den-
noch könnte Flo11 aufgrund seiner bisher untersuchten Eigenschaften in die 
Kategorie der Green Beard Genes fallen.  
5.4 Das Flo11A-Flo11A Interaktionsmodell 
In der Gruppe der Flokkuline (Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 und Flo11) ist Flo11 das 
Flokkulin, welches als letztes entdeckt wurde69, 102. Es wurde zunächst dem 
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Flo1-Typus zugerechnet, da sich die Flokkulation in vivo durch Mannose inhi-
bieren ließ und Calcium-abhängig zu sein schien77. In späteren Studien konnte 
bei in vitro Experimenten mit glykosyliertem, aus S. cerevisiae aufgereinigtem 
Protein, keine Mannose-Abhängigkeit gefunden werden210. In dieser Arbeit 
wurden mit dem unglykoyslierten, aus E. coli aufgereinigtem Protein, Bindungs-
experimente mit Calcium und Mannose/Calcium durchgeführt und auch dort 
konnte gezeigt werden, dass eine Mannose und/oder Calcium-Abhängigkeit 
nicht besteht. In späteren Studien gab es dann Hinweise auf eine homotypische 
Flo11A-Flo11A Interaktion über hydrophobe Wechselwirkungen, da mit der Ex-
pression von Flo11 eine gesteigerte Zelloberflächenhydrophobizität 
einherging85. 2011 wurde eine Studie veröffentlicht, die mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie hochaufgelöste Strukturen einer FLO11-FLO11 Interak-
tion in vivo zeigt (Abbildung 81A). Die Zellen sind dort durch lange Fibrillen ver-
bunden, die eine „reißverschluss-artige“ Struktur ausbilden. In dieser Arbeit 
wurden in einer Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow (MPI Frankfurt) und Dr. Ste-
fan Brückner (Uni Marburg) ebenfalls elektronenmikroskopische Untersuchen 
mit FLO11 (von S. cerevisiae S288C) exprimierenden Zellen durchgeführt 
(Abbildung 81B). Auch dort zeigte sich, wenn auch nicht in gleicher Auflösung, 
dass der Zwischenraum zwischen FLO11-exprimierenden Zellen von einem 
filamentösen Material gefüllt war. Diese Intrazellulären Fibrillen korrespondieren 
in ihren Abmessungen mit dem oberflächen-exponierten Flo11 Molekülen (1325 
Aminosäuren) und sind abwesend bei Zellen, welche FLO11 nicht exprimieren.  
 
Abbildung 81 Flo11-Flo11 Interaktion in vivo. (A) Transelektronen-Mikroskopie von FLO11 expri-
mierenden Zellen aus einer Studie von Vachova et al. von 2011279. (B) Tomogramm der FIB-SEM 
Aufnahmen von FLO11 exprimierenden Zellen aus dieser Arbeit.  
Die Aufnahmen zeigen zudem sehr breite Kontaktstellen zwischen den Zellen 
von 0,5 bis 1,5 µm im Durchmesser und 0,2 µm in der Schichtdicke. Dieser Zell-
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Zell-Abstand scheint deutlich größer zu sein als der Flo1- oder Flo5-vermittelte 
Kontakt in Hefeflocken280. Eine weniger dichte Packung der Flo11-vermittelten 
multizellulären Strukturen gegenüber der Flo1/Flo5-induzierten Hefeflocken 
könnte von Vorteil sein, da es freie Diffusion von Nährstoffen und sogar den 
Einschluss von Gasbläschen ermöglicht, wie es der Bildung von Hefe-Flor för-
derlich ist. In Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow und Dr. Stefan Brückner wurde 
FIB-SEM auch an FLO11-exprimierenden Saccharomyces cerevisiae Σ1278b 
Stämmen durchgeführt. Die Analysen wurden analog zu denen mit S. cerevisi-
ae S288C durchgeführt. Allerdings zeigten die ΣFLO11 exprimierenden Zellen 
etwas ausgeprägtere Zell-Zell-Kontakte im Vergleich zu den ScFLO11 exprimie-
renden Zellen (Abbildung 82). Auf struktureller Ebene unterscheidet sich 
ΣFlo11A hauptsächlich durch eine 15 Aminosäuren lange Insertion von 
ScFlo11A. Es ist allerdings noch nicht geklärt, ob diese Insertion für den stärke-
ren Phänotyp verantwortlich ist oder ob noch weitere Faktoren eine Rolle spie-
len.  
 
Abbildung 82 Flo11-Flo11 Interaktionen von Saccharomyces cerevisiae Σ1278b. (A) Tomogramm 
der ΣFlo11-ΣFlo11 Interaktion. (B) und (C) Rekonstruktion der Zellen. Die ΣFlo11-ΣFlo11 Interaktion 
ist in gelb, die Zellwände in blau und lila gefärbt.  
5.4.1 Flo11A-Flo11A Interaktion in vitro 
Die SPR-Analysen ergeben Dissoziationskonstanten von 20 µM für die 
ScFlo11A-ScFlo11A bzw. 30 µM für KpFlo11A1-KpFlo11A1 bei pH 5,5. Aller-
dings zeigten weder analytische Gelfiltration, noch SAXS Experimente entspre-
chende Dimer-Bildung unter diesen Bedingungen in Lösung.  
Ein möglicher Grund hierfür könnte sein, dass es kein genau definiertes Interak-
tions-Interface gibt, wie es z.B. für das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM 
definiert wurde (Abbildung 83). NCAM gehört ebenfalls zur Immunoglobulin-
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Superfamilie und vermittelte homophile Zell-
Zell Interaktionen. Die Interaktion zwischen 
den Domänen IgI und IgII wurde durch NMR 
bestätigt und die Reste, die an der Interaktion 
beteiligt sind, identifiziert281, 282. Zudem konn-
te gezeigt werden, dass die beiden Domänen 
IgI und IgII auch in Lösung ein stabiles Dimer 
bilden282. Die Affinität der beiden Domänen 
zueinander ist mit 3 nM auch deutlich höher 
im Vergleich zur Flo11A-Flo11A Interakti-
on283. Die physiologische Relevanz dieses 
Dimers wurde u.a. durch Lösen der Kristall-
struktur bestätigt.  
Mit der Kristallstruktur von NCAM bestehend 
aus den Domänen IgI-III (PDB code: 1QZ1) 
wurde eine Interface-Analyse mit Hilfe des 
PDBePISA Servers durchgeführt (Abbildung 83). Die Reste des Interface sind 
als rote kugeln hervorgehoben und zeigen das physiologisch relevante Interface 
der NCAM-NCAM Interaktion.  
Für die Flo11A-Flo11A Interaktion existiert möglicherweise kein so definiertes 
und stabiles Dimer in der gleichen Orientierung in Lösung bei pH 5,5 wie es z.B. 
in der Rekonstruktion der Kristallpackung auftritt. Durch die Verteilung der aro-
matischen Reste auf zwei Bänder wären in Lösung, wo eine freie Orientierung 
der Moleküle möglich ist, mehrere mögliche Interaktionsmuster zwischen den 
Flo11A Domänen denkbar. Die Flo11A-Flo11A Interaktion beruht auf hydropho-
ben Interaktionen. Diese Wechselwirkungen müssen nicht sterisch komplemen-
tär sein, vor allem, wenn die durch den hydrophoben Effekt getrieben sind. 
Vielmehr könnte Flo11A durch Erhöhung der Hydrophobizität sowohl homophile 
als heterophile Interaktionen mit Zellen bzw. Oberflächen ermöglichen.  
Die NCAM-NCAM Interaktion ist eine sehr spezifische, short-range Interaktion. 
Die hydrophobe Flo11A-Flo11A Interaktion dagegen ist eine auf dem hydro-
phoben Effekt beruhende long-range Interaktion. Diese sind im Vergleich zu 
den short-range Interaktionen eher unspezifisch, können dafür aber größere 
Abbildung 83 Interface der Domänen IgI 
und IgII von NCAM. Cα von Molekül 1 
ist in grün und Cα von Molekül 2 in lila 
dargestellt. Die Reste des interfgace 
sind als rote kugeln dargestellt. Die 
Analyse wurde mit PDBePISA durchge-
führt. PDB ID: 1QZ1.  
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Reichweiten von bis zu 200 Å haben284-286. Eine solche long-range Interaktion 
wäre für die Flo11-Flo11 Interaktion denkbar und könnte auch die Fibrillen-
artigen Strukturen zweier FLO11-exprimierender Zellen in den FIB-SEM Tomo-
grammen erklären. Der Vorteil gegenüber den spezifischen short-range Interak-
tionen läge in der größeren Distanz, wo andere Interaktionskräfte nicht hinrei-
chen können.  
Auf molekularer Ebene ist es nicht gänzlich geklärt, wie hydrophobe Interaktio-
nen über so große Distanzen (> 200 Å) stattfinden können. Eine Theorie bein-
haltet die Bildung von submikroskopischen Bläschen (Nanobläschen)284, 287. So 
könnte sich eine konkave „Kapillare Brücke“ zwischen zwei hydrophoben Ober-
flächen entstehen, welche eine anziehende Kraft produzieren könnte 
(Abbildung 84).  
 
Abbildung 84 Vereinfachter Mechanismus der Bildung von Nanobläschen zwischen zwei hydro-
phoben Oberflächen in einem Flüssigkeitsfilm. Die Nanobläschen interagieren miteinander, 
wodurch eine „Kapillare Brücke“ entsteht und es zur Anziehung zwischen den hydrophoben Ober-
flächen kommt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Hampton und Nguyen288.  
Solche submikroskopischen Bläschen sind allerdings schwer zu visualisieren. 
Eine Interaktion über solche Nanobläschen würde dann nur indirekt auf hydro-
phoben Interaktionen beruhen (eher auf Kapillarkräften) und so sind die meisten 
gemessenen hydrophoben Interaktionen im Bereich von < 200 Å284. Diese 
Gasbläschen wurden bisher auch lediglich bei Oberflächen-Oberflächen Inter-
aktionen in Lösung beobachtet. Die Oberflächen sind mit diesen Gasbläschen 
in Lösung überzogen und bilden dann „Gas-Brücken“ bei ihrer Interaktion289, 290. 
Es bleibt daher fraglich, ob ein solcher Mechanismus auch bei der Zell-Zell-
Interaktion möglich ist.  
5.4.2 Interaktion über aromatische Bänder 
Die Rekonstruktionen der Kristallpackungen von ScFlo11A und KpFlo11A1 
zeigten unabhängig voneinander in jeweils verschiedenen Kristallformen ein 
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Clustern über die Aromatischen Bänder. Diese Übereinstimmung, zusammen 
mit den beobachteten Interaktionen bei pH 5,5, wenn die Domänen nahezu un-
geladen sind, macht es wahrscheinlich, dass die Flo11A-Flo11A vermittelte In-
teraktion über die aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin abläuft 
(Abbildung 85). Trotz der verschiedenen kristallformen zeigt sich kein eindeuti-
ges Muster, was ebenfalls für eine Kollektiveigenschaft der Flo11-Flo11 Interak-
tion spricht und weniger für eine sehr hohe Spezifität, wie im Fall der NCAM-
NCAM Interaktion.  
 
Abbildung 85 Modell der Flo11-Flo11 Interaktion durch Interaktion der aromatischen Bänder. Das 
Modell zeigt die Interaktion zwischen Flo11A Domänen aus S. cerevisiae, wie sie in der Kristallpa-
ckung von ScFlo11A in der Raumgruppe P212121 gefunden worden.  
Die Flo11A Domänen werden über die B-Domänen auf der Zelloberfläche prä-
sentiert und können bei entsprechenden niedrigem pH, was auch den natürli-
chen Bedingungen der Zuckerhefen entspricht, miteinander interagieren. Bei 
hohem pH, wenn die A-Domänen negativ geladen sind, überwiegt die Absto-
ßende Kraft der negativ geladenen Reste gegenüber der hydrophoben Wech-
selwirkung durch die aromatischen Reste.  
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Die Flo11A Domäne kann allerdings nicht nur spezifische homophile Zell-Zell-
Interaktionen vermitteln, sondern ist zu einem gewissen Grade auch in der Lage 
heterophile Interaktionen einzugehen wie anhand der ScFlo11A-KpFlo11A1 
Interaktion dargelegt. Dies ist notwendig um multizelluläre Strukturen wie Bio-
filme auszubilden, wo spezifische Zell-Zell-interaktionen als auch Wechselwir-
kungen mit Oberflächen vermittelt werden müssen (Abbildung 86).  
 
Abbildung 86 Modell der heterophilen Flo11A Interaktionen. Flo11A vermittelte Interaktion mit 
Oberflächen (links) und anderen Flo11A Domänen am Beispiel von KpFlo11A1 (braun).  
5.4.3 Die „gebündelte“ Kraft von Flo11A 
Das in Abbildung 85 vorgestellte Modell der Flo11-Flo11 Interaktion geht von 
einer 1:1 Bindung aus, wo zwei Flo11A Domänen miteinander interagieren. Da-
bei wurde die B-Domäne auf die Funktion der Präsentation der A-Domäne be-
schränkt. 2009 wurden in einer Studie in mehreren Hefeadhäsinen Amyloid-
Strukturen vorhergesagt und experimentell nachgewiesen48, darunter auch 
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Flo11 aus S. cerevisiae. Die Vorhersage erfolgte dabei mit Hilfe des Pro-
gramms TANGO, zur Vorhersage von β-Amyloid bildenden Strukturen291-293. 
Solche β-Aggregate bilden geordnete Strukturen von gestapelten, parallelen β-
Strängen aus. Dabei finden sich sehr häufig β-verzweigte Aminosäuren (Thr, 
Val, Ile), die die Interaktionen zwischen den Strängen stabilisieren. Protein-
Amyloide sind charakteristisch für Proteinaggregate bei neurodegenerativen 
Krankheiten294, 295, wurden aber auch für pilzliche Hydrophobine296 oder den Als 
Adhäsinen von Candida glabrata48, 297 nachgewiesen. Bei den Adhäsinen könn-
ten auf diese Weise mehrere B-Domänen miteinander interagieren und damit 
mehrere A-Domänen bündeln. Somit könnte die „Gesamtheit der Affinitäten“ 
(Avidität) genutzt werden um die Zell-Zell-Adhäsion zu verstärken. Für die 
Flo11-Flo11 Interaktion erscheint eine solche Bündelung rational, wenn man 
bedenkt, dass einzelne hydrophobe Wechselwirkungen (1:1) schwach sind. Im 
Kollektiv dagegen könnte sich die Gesamtbindungsstärke deutlich erhöhen. In 
dieser Arbeit wurde der TANGO Server benutzt, um Vorhersagen über ein mög-
liches β-Aggregation-Verhalten von ScFlo11 und KpFlo11-1 treffen zu können 
(Tabelle 39).  
Tabelle 39 Sequenzen aus den B-Domänen von ScFlo11 KpFlo11-1, KpFlo11-2 und KpFlo11-3, die 
ein hohes Potential für die Ausbildung von β-Amyloid-Strukturen haben. Es wurden nur Sequenzen 
verwendet, deren Wahrscheinlichkeit zur β-Aggregation über 30 % liegt. Die Analysen wurden mit 
Hilfe des TANGO Servers durchgeführt267, 291-293.  
Flo11 Molekül β-Aggregation Sequenz % β-Aggregation 
ScFlo11 VTTVVSTTV 77 
 ITTTFV 56 
 FMWLLLA 85 
KpFlo11-1 VITGV 30 
 TVVVV 90 
 SVATIVTGVT 57 
 AVALLFNALF 78 
KpFlo11-2 IYVSSATWV 52 
KpFlo11-3 IYVTSATWVR 81 
 
Für ScFlo11 wurden drei Sequenzen gefunden, für KpFlo11 vier Sequenzen 
und für KpFlo11-2 und KpFlo11-3 jeweils eine Sequenz, die eine Wahrschein-
Diskussion 
183 
 
lichkeit von mehr als 30 % für die Bildung von β-Amyloid-Strukturen aufweisen. 
In der Vorhersage von Ramsook et al. von 2009 wurden für ScFlo11 die Se-
quenzen VVSTTV, VTTAVT und TTVV vorhergesagt48. In vitro Analysen unter-
stützen eine Bildung von β-Amyloid-artigen Strukturen bei ScFlo1148.  
Daher ist es durchaus wahrscheinlich, dass auch KpFlo11-1, KpFlo11-2, 
KpFlo11-3 und ScFlo11, in der Lage sind, solche β-Amyloide potentiell auszu-
bilden.  
Die vorhergesagten Sequenzen befinden sich bei beiden Flo11 Adhäsinen eher 
in der Nähe der C-Domänen und sind deutlich von den A-Domänen getrennt 
(Abbildung 87).  
 
Abbildung 87 Lokalisation der Amyloid-bildenden Sequenzen in ScFlo11, KpFlo11-1, KpFlo11-2 
und KpFlo11-3. Die Proteine sind in A-, B- und C-Domänen aufgeteilt und die Amyloid-bildenen 
Sequenzen in blau gargestellt.  
Durch β-Aggregation der B-Domänen nahe der C-Domänen könnten die A-
Domänen gebündelt werden, aber dennoch einen gewissen Freiheitsgrad an 
Flexibilität aufweisen.  
Um den Einfluss der Einfluss der B-Domänen und den β-Amyloid-Strukturen zu 
berücksichtigen, wurde das Modell der Flo11-Flo11 Interaktion dahingehend 
ergänzt (Abbildung 88). Die Bildung von Multimeren auf der Hefezelloberfläche 
erhöht die Avidität der Adhäsine durch eine lokale Erhöhung der Adhäsin-
Konzentration. Besonders im Fall von Flo11 könnte dies die Hydrophobizität der 
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Zelloberfläche nochmal steigern. Die 
Bündelung hat aber auch Einfluss auf 
die Kinetik der Bindungen. So erhöht 
sich die Wahrscheinlichkeit, dass eine 
Flo11A Domäne nach Dissoziation von 
einer anderen A-Domäne schnellst-
möglich wieder an eine andere A-
Domäne binden kann. Als Ergebnis 
davon würde sich die Dissoziationsrate 
(koff) verringern und eine kleinere Dis-
soziationskonstante KD entstünde53, 298. 
Die Ausbildung von β-Amyloid-
Strukturen scheint in Bezug auf die 
Flo11-Flo11 Interaktion realistisch zu 
sein, da so die Hydrophobizität deutlich 
erhöht werden kann. Zudem zeigen 
alle vier untersuchten Flo11 
B-Domänen eine Wahrscheinlichkeit 
über 50 % für das Auftreten von β-Amyloid-Strukturen. Ein Clustern der Flo11 
Moleküle auf der Zelloberfläche würde auch im Einklang mit den FIB-SEM Auf-
nahmen stehen.  
5.5 Ausblick 
Saccharomyces cerevisiae verfügt über eine Familie von GPI-verankerten Zell-
wandproteinen für die Interaktion mit der Umgebung. Das Flokkulin Flo11 ist ein 
Hauptvertreter dieser pilzlichen Adhäsine und an der Ausbildung verschiedener 
Phänotypen beteiligt, wie Biofilme, Flors oder Filamente. Die Kristallstruktur zu-
sammen mit den pH abhängigen Bindungsdaten hat erheblich zur Aufklärung 
des Flo11A-Flo11A Interaktionsmechanismus beigetragen. Dabei ist es auf mo-
lekularer Ebene nicht gänzlich geklärt, wie hydrophobe Interaktionen, beson-
ders über größere Distanzen, stattfinden können.  
Hochauflösende mikroskopische Methoden (EM, TEM) könnten dazu beitragen, 
die in den Rekonstruktionen der Kristallpackungen beobachteten Interaktionen 
Abbildung 88 Modell für die Bildung von Multi-
meren durch β-Aggregation. Die β-Amyloid 
bildenden Sequenzen sind in blau dargestellt. 
Abgewandelt nach Ramsook et al.44 
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in vivo zu verifizieren. Hochaufgelöste Strukturen der Flo11A-Flo11A Interaktion 
in vivo könnten sowohl das Modell der Interaktion über die aromatischen Bän-
der, als auch die Existenz von β-Amyloiden in den B Domänen beweisen.  
Neben den aromatischen Bändern zeigten die Flo11A Domänen auch das Vor-
handensein von sauren Resten, welche um die aromatischen Reste gruppieren. 
Diese wurden für die starke pH-Abhängigkeit verantwortlich gemacht. Anders 
als die aromatischen Reste, wurden hier noch keine Mutationsstudien durchge-
führt. So könnte eventuell versucht werden, dieses Modell der pH-abhängigen 
Flo11A-Flo11A Interaktion zu bestätigen, indem die Aspartat und Glutamat Res-
te durch Asparagin respektive Glutamin schrittweise ausgetauscht würden. So 
könnte vielleicht eine Flo11A Variante erschaffen werden, deren pH-abhängige 
Bindung etwas in den basischen Bereich verschoben würde. Ferner könnte ge-
klärt werden, ob analog zu den aromatischen Resten, Punktmutationen hier 
einen Einfluss haben oder dies keinen Effekt hat, da möglicherweise die Ge-
samtladung entscheidend ist.  
In dieser Arbeit konnte eine weitere Flo11A Struktur aus Komagataella pastoris 
aufgeklärt werden, wodurch ein Einblick in die Diversität der Flo11-Typ Adhäsi-
ne möglich war. So scheint der strukturellen Anordnung der aromatischen Res-
te eine Rolle zuzukommen bei der Diskriminierung zwischen homophilen und 
heterophilen Interaktionen. Allerdings sind der exakte Mechanismus der Unter-
scheidung, sowie auch die Interaktionen mit Oberflächen, noch nicht in Gänze 
verstanden. Die kinetische Analyse der Biacore Daten ergab, dass die hetero-
phile Interaktion hauptsächlich in der Assoziation beeinträchtigt ist gegenüber 
der homophilen Interaktion. Auf dieser Grundlage könnten Biacore Experimente 
mit weiteren A-Domänen aus der Flo11 Familie helfen, diese Beobachtungen 
zu untermauern. Auch die Aufklärung der Kristallstruktur weiterer Vertreter der 
Flo11A Familie könnte dazu beitragen, die Spezifität der Interaktionen weiter zu 
analysieren. So könnte der Frage nachgegangen werden, inwiefern die Flo11A 
Domäne zwischen näher und entfernter verwandten Varianten unterscheiden 
kann. In diesem Zusammenhang wäre es interessant, KD Werte und pH Abhän-
gigkeiten verschiedener Flo11A Varianten nebeneinander zu stellen und zu 
vergleichen.  
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In dieser Arbeit lag der Fokus auf den A-Domänen der Flo11 Proteine. Um ein 
vollständiges Bild der Flo11 vermittelten Interaktion zu bekommen, muss aller-
dings der Einfluss der B-Domänen ebenfalls berücksichtigt werden. Es wurde 
bereits gezeigt, dass die B-Domänen ein hohes Potential für die Ausbildung von 
β-Amyloid-Strukturen besitzen können. Es wurde ebenfalls postuliert, dass die 
B-Domänen Calcium binden können und dadurch eine rigidere Konformation 
einnehmen können für eine stabile Präsentation der A-Domäne auf der Zell-
oberfläche48. Zusätzlich könnten die B-Domänen, dadurch, dass sie hochglyko-
syliert sind, zur hydrophoben Interaktion beitragen. Eine PCR Analyse von ver-
schiedenen Flor-Hefestämmen hat zudem gezeigt, dass FLO11 sehr polymorph 
in der Länge ist mit Variationen von 3,0 bis 6,1 kb299. Darüber hinaus korreliert 
das Gewicht des Biofilms mit der Genlänge98, 299.  
Die Flo11A Domäne könnte zusammen mit mehreren Repeats der B-Domäne 
in Hefeexpressionssystemen produziert und aufgereinigt werden. Das Glykosy-
lierungsmuster könnte anschließend massenspektroskopisch und mit Deglyko-
sylierungs-Assays näher analysiert werden. Zusätzlich könnten Bindungs-
assays mittels ITC Aufschluss darüber geben, ob Calcium gebunden werden 
kann oder nicht. Mögliche konformationelle Änderungen durch die Bindung von 
Calcium könnten über CD Spektroskopie ermittelt werden. Sollte eine Stab-
ähnliche Konformation nach Calcium-Bindung erfolgen, so sollte diese Ände-
rung im FernUV CD-Spektrum verfolgt werden können. Sollte es nicht möglich 
sein, die glykosylierten bzw. deglykosylierten Flo11AB Domänen zu kristallisie-
ren, könnten eventuell SAXS Experimente helfen, die Form und die Calcium-
Abhängigkeit zu untersuchen. Zudem könnten Einblicke erhalten werden in den 
Übergang von der A- zur B-Domäne.  
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7 Anhang 
7.1 SAXS Kurven 
In den Kapiteln 2.2.10, 2.5.8. 2.5.9 und 2.6.4 wurden die verschiedenen Flo11A 
Domänen mittels SAXS auf ihr Verhalten in Lösung anlysiert. Dort sind jeweils 
die pair-distribution function und die modellierten Molekülhüllen dargestellt. Hier 
sind noch die Streukurven, die Guinier plots und der Kratky Plot aller analysier-
ten Flo11A Domänen aufgelistet. Die Streukurven (Log(I) gegen s) stellen die 
Rohdaten aus den SAXS Messungen dar. Der Guinier Plot (Anfangsbereich) 
(Log (I) gegen s2) zeigt, dass für alle Messungen nicht-aggregiertes Protein er-
halten wurde. Der Kratky Plot gibt Auskunft über die Konformation und Flexibili-
tät und zeigt für alle Flo11A Domäne eine glockenartige Verteilung, was dem 
Muster globulärer Proteine entspricht.  
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7.2 Aminosäuresequenzen der analysierten Flo11A Domänen 
>ScFlo11A-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFPTALVPRGSSEGTSCNSIVNGCPNLDFNW
HMDQQNIMQYTLDVTSVSWVQDNTYQITIHVKGKENIDLKYLWSLKIIGVTGPK
GTVQLYGYNENTYLIDNPTDFTATFEVYATQDVNSCQVWMPNFQIQFEYLQG
SAAQYASSWQWGTTSFDLSTGCNNYDNQGHSQTDFPGFYWNIDCDNNCGG
TKSS 
>ΣFlo11A-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFPTALVPRGSSEGTSCNSIVNGCPNLDFNW
HMNQQNIMQYTLDVTSVSWVQDNTYQITIHVKGEENIDLKYLSSLKIIGVTGPK
DTVQLYGYDENTDWIDNPLVSRCDENTYLIDNPTDFTATFEVYATQDVNSCQV
WMPNFQIQFEYLQGSAAEYACSWEWGTTSFYLSTGCDNYDNQGYSQTDFP
GFYWNIDCDNNCAPVPTPS 
>KpFlo11A1-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSSGKTCPTSEVSPACYANQWETTFPPSDIKI
TGATWVQDNIYDVTLSYEAESLELENLTELKIIGLNSPTGGTKLVWSLNSKVYDI
DNPAKWTTTLRVYTKSSADDCYVEMYPFQIQVDWCEAGASTDGCSAWKWP
KSYDYDIGCDNMQDGVSRKHHPVYKWPKKCSSDCGVEPTT 
>KpFlo11-2A 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEQSDVEPACYARQWENTFPPSNIYVSSAT
WVRDNVYDVTLRYEAESLHLRSLGELKVIGLNSPVSGTKVVYSRNSKIYEINDP
SSWSTTIRVNAKDSADGCHVEMYPFQIQVEWCQAGADTDECSSWPYPSVYD
YDIGCDNMQDGVSRKHHAVYRWLKHSVSGCSAASTV 
>KpFlo11-3A 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEQSDVEPACYARQWENTFPPSNIYVTSAT
WVRDNVYDVTLHYEADSLHLRSLGELKVIGLNSPTSGTKVVYSRNSKIYDINDP
SSWSTTIRVNARDSADGCHVEMYPFQIQVEWCQAGADTDECNAWPYPNVYD
YDIGCDNMQDGISRKHHAVYRWLKHSVSGCSTPSTV 
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7.3 Abkürzungen 
Å  Ångstrom (1 Å = 100 pm = 10+10 m)  
Asp Aspartat 
C-terminal  Carboxyterminal  
CV Column Volume (Säulenvolumen)  
Da / kDa  Dalton (1 Da = 1 u = 1,660538921*10-27 kg)  
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  
Glu Glutamat 
M  Molar (mol/L)  
N-terminal  Aminoterminal  
PEG  Polyethylenglycol  
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid  
r.m.s.d.  Root mean square deviation (quadratische Mittelwertabweichung)  
r.p.m.  Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)  
SPR Surface Plasmon Resonance (Oberflächenplasmonresonanz) 
Trp Tryptophan 
Tyr Tyrosin 
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